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1 UVOD 

 

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 

 

Viskoznost je dejavnik okolja, ki bistveno vpliva na difuzijo molekul in potek njihovega 

transporta. To je za bakterije ključnega pomena, saj na ta način pridobivajo hranila za rast. 

Znano je, da povišana viskoznost oteži gibanje bakterij, zaradi česar težje dostopajo do 

hranil. Poleg tega je od difuzije molekul odvisno tudi izražanje genov, ki so kontrolirani s 

sistemom za zaznavanje celične gostote (ang. quorum sensing). Dva najbolj raziskana 

ekstrema viskoznosti, v katerih se v okolju bakterije lahko nahajajo, so tekoči mediji z 

nizko viskoznostjo oziroma na drugi strani biofilmi z visoko viskoznostjo. V obeh 

omenjenih okoljih se izražanje genov in delovanje bakterij močno razlikuje. Oba ekstrema 

izpuščata veliko okolij z vmesno viskoznostjo, kot so na primer človeški mukus, solze in 

slina. Kako bakterije prilagajajo svoj metabolizem v okoljih z vmesno viskoznostjo je 

slabo poznano. Takšna okolja niso pomembna le v medicini, ampak tudi na drugih 

področjih, kot so čistilne naprave (vpliv na aktivno blato), industrija (npr. proizvodnja 

barv) in biotehnologija (npr. sredstva za zgostitev). 

 

V doktorski nalogi smo zato skušali ugotoviti, kako je fiziologija bakterije Vibrio ruber, 

kot modelnega organizma, odvisna od viskoznosti okolja. Omenjena bakterija je bila 

izolirana iz estuarijskega okolja, v katerem je pojav cvetenja morja zaradi razmnoževanja 

mikroorganizmov pogost. Viskoznost tega okolja se ne spreminja le zaradi temperature, 

ampak tudi zaradi prisotnosti polisaharidov, ki nastajajo med cvetenjem morja. Polisaharidi  

lahko bistveno zvišajo viskoznost lokalnega okolja bakterijskih celic. Po drugi strani so 

bakterije iz rodu Vibrio sposobne tvoriti visoko viskozne biofilme, kar pomeni, da je 

bakterija V. ruber v svojem naravnem okolju lahko izpostavljena spremembam v 

viskoznosti.  

 

Fiziološko stanje celic smo opisali s pomočjo parametrov, kot so npr. hitrost rasti, hitrost 

respiracije, celokupna dehidrogenazna aktivnost, pretok ogljika po različnih metabolnih 

poteh in sinteza zunajceličnih polisaharidov ter rdečega pigmenta. Slednji je podoben 

prodigiozinu, ki je poznan kot protimikrobno, protivnetno in protirakavo sredstvo, in je 

zato biotehnološko zanimiv. Znano je, da je sinteza tega pigmenta podvržena sistemu za 

zaznavanje celične gostote, za katerega je bistvena difuzija signalnih molekul med 

celicami. V nalogi smo proučevali tudi, kako viskoznost v kombinaciji z nekaterimi 

drugimi dejavniki okolja (temperatura, slanost in UV sevanje), ki so pomembni v 
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naravnem okolju bakterije Vibrio ruber, vpliva na njeno fiziologijo. Preverili smo tudi, 

kako se na povišano viskoznost okolja odzovejo nekatere izbrane bakterijske vrste; 

Escherichia coli, Bacillus subtilis in Vibrio harveyi. Ker viskoznost lahko vpliva na 

medvrstne odnose med bakterijami, smo zgoraj omenjene seve gojili v kokulturah in 

določili, kako se njihovi fitnesi spreminjajo v različnih pogojih. To je ena izmed prvih 

raziskav o fiziološkem stanju bakterij v različno viskoznih medijih. Pridobljeni rezultati bi 

lahko bistveno pripomogli k boljšemu razumevanju delovanju mikroorganizmov v medijih 

s povišano viskoznostjo, kot tudi razširjanju znanja o poteku medcelične komunikacije in 

bakterijskih medvrstnih odnosov. 

 

 

1.2  HIPOTEZE 

Delovne hipoteze, ki smo si jih postavili v doktorski nalogi, so: 

- viskoznost vpliva na fiziološko stanje bakterije V. ruber: 

o zvišana viskoznost povzroči nižjo hitrost rasti ter oteži sintezo pigmenta in 

EPS 

o z višanjem viskoznosti se povečuje intenzivnost metabolizma 

- vpliv viskoznosti na fiziološko stanje bakterije V. ruber je odvisen od ostalih 

dejavnikov okolja: 

o neoptimalna slanost in višja temperatura skupaj s povišano viskoznostjo 

predstavljata za bakterijo večji stres kot povišana viskoznost sama 

o letalni učinki UV sevanja na bakterijo V. ruber se z višanjem viskoznosti 

manjšajo 

- hitrost rasti in intenzivnost metabolizma bakterij E. coli, B. subtilis in V. harveyi sta 

spremenjena v medijih z višjo viskoznostjo 

- viskoznost spreminja tip medvrstnega odnosa (sobivanje, parazitizem, tekmovanje) 

med bakterijo V. ruber in bakterijami, s katerimi sobiva: 

o tip medvrstnega odnosa je povezan z občutljivostjo bakterijskih sevov na 

prodigiozin  

o z naraščajočo viskoznostjo se zmanjšuje protibakterijsko delovanje 

pigmenta izoliranega iz bakterije V. ruber. 

 

 

 



Borić M. Vpliv viskoznosti medija na ekofiziologijo bakterije Vibrio ruber.                                        3 

     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2013 

 

1.3 CILJI 

 

Namen raziskovalnega dela je pokazati, da: 

- je viskoznost pomemben dejavnik okolja, ki vpliva na fiziologijo različnih bakterij, 

- je sinteza prodigiozina odvisna od viskoznosti, medcelične komunikacije ter od 

metabolnega statusa celic in razpoložljivih intermediatov za sintezo pigmenta, 

- prodigiozin, ki ga proizvaja bakterija V. ruber, lahko ščiti celice pred UV sevanjem, 

- viskoznost vpliva na odnose med različnimi bakterijami, ki so v kokulturi. 
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2 PREGLED OBJAV 
 

2.1 VISKOZNOST 

 

Viskoznost je mera za odpornost tekočine na deformacijo in podaja notranje trenje 

tekočine pri toku. Od nje je odvisna hitrost toka tekočine, saj se viskozne tekočine težje 

pretakajo in mešajo. V idealnih, neviskoznih kapljevinah ni strižnih sil, tako da lahko plasti 

tekočine polzijo neovirano druga mimo druge. V realnih tekočinah pa temu ni tako, saj 

zaradi viskoznosti počasnejše plasti zadržujejo hitrejše. Tako nastane v smeri, ki je 

pravokotna na plasti tekočine, gradient hitrosti (strižna hitrost). Med sosednjima plastema 

deluje strižna sila (F), ki je sorazmerna velikosti stične ploskve S in strižni hitrosti. Pri 

ravnih plasteh, kjer se hitrost spreminja le v prečni smeri, je strižna hitrost enaka δυ/δy, to 

je spremembi hitrosti na enoto prečne razdalje (Stepišnik, 1997). Torej velja 

 

                         F S
y


 .                                                                                            …(1) 

 

Sorazmernostni koeficient η imenujemo koeficient viskoznosti oziroma viskoznost. Enota 

zanjo je 1 kg m
-1

 s
-1

 = N s m
-2

 = Pa s (pascal sekunda) (Stepišnik, 1997). Viskoznost je 

neodvisna od tlaka (razen pri izjemno visokih tlakih), kaže pa močno odvisnost od 

temperature (Stepišnik, 1997), pri čemer se viskoznost tekočine z višanjem temperature 

manjša. Na mikroskopski skali igra viskoznost veliko vlogo v dinamiki fizikalnih, 

kemijskih in bioloških sistemov, na primer na dinamiko molekul proteinov in njihove 

interakcije z ostalimi molekulami. Tudi razumevanje difuzijskih in transportnih procesov v 

bližini in na površini celic, ki vplivajo na rast, vključuje znanje o viskoznosti rastnega 

medija (Nemet in sod., 2002). 

 

2.1.1 Merjenje viskoznosti 

 

Viskoznost lahko določimo na različne načine in na različnih prostorskih skalah. Reologijo 

na makroskopski prostorski velikostni skali določamo z merjenjem i) pretoka kapljevine 

skozi kapilaro, ii) časa padanja kroglice v viskozni tekočini, iii) dušenja mehanskega 

nihanja (piezoelektrični oscilator) v tekočini ali iv) vrtenjem koaksialnih valjev v viskozni 

tekočini (Stepišnik, 1997). Pogosto uporabljana metoda je tudi rotacijski reometer, ki 
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določa viskoznost na podlagi vrtenja dveh vzporednih plošč, med katerima se nahaja 

vzorec (Kemblowski in Kristiansen, 2004). 

 

Za določanje reologije na mikroskopski velikostni skali uporabljamo: 

- aktivne tehnike, s katerimi podobno kot pri določanju viskoznosti pri klasični 

reologiji, na sondo delujemo s silo in merimo deformacijo medija (Osterman, 

2009). Uporabljamo: 

o mikropipete (Evans in Skalak, 1980),  

o mikroskop na atomsko silo (Radmacher in sod., 1995), 

o optično pinceto (Valentine in sod., 1996; Borić, 2009; Osterman, 2009)  

o mikroreometer z magnetnimi kroglicami (Ziemann in sod., 1994; Amblard 

in sod., 1996; Bausch in sod., 1998). 

- pasivne tehnike, s katerimi na podlagi termične fluktuacije sond (ponavadi inertnih 

kroglic različnih velikosti) v merjenem materialu in njihove difuzije izračunamo 

linearni kompleksni strižni modul (Mason in sod., 1997; Gisler in Weitz, 1998). 

 

2.1.2 Viskoznost kot dejavnik okolja 

 

Viskoznost je osnovna značilnost tekočin in je pomembna za tip toka tekočine, za difuzijo 

molekul ter potek transportnih procesih (Kao in sod., 1993; Swaminathan in sod., 1996), 

zato na mikroskopskem nivoju vpliva na dinamiko fizikalnih, kemijskih in bioloških 

sistemov. Reološke značilnosti citoplazme celic vplivajo na mnoge znotrajcelične procese, 

kot so transport topljencev, encimske reakcije, dinamika proteinov in interakcije med 

različnimi molekulami (Fushimi in Verkman, 1991; Srivastava in Krishnamoorthy, 1997; 

Jacob in Schmid, 1999; Nemet in sod., 2002; Sampedro in sod., 2002; Uribe in Sampedro, 

2003; Hagen, 2010; Nenninger in sod., 2010). Viskoznost citoplazme bakterijskih in tudi 

drugih celic se ne sme drastično spreminjati, saj bi drugače lahko prihajalo do motenj pri 

celičnih procesih. Viskoznost citoplazem različnih celic se razlikuje, vendar ostaja 

podobna ali rahlo višja od viskoznosti vode (Fushimi in Verkman, 1991; Srivastava in 

Krishnamoorthy, 1997). Do razlik v viskoznosti posameznih delov citoplazme prihaja 

zaradi kompartmentizacije citoplazme, strukturiranja vode zaradi prisotnosti 

makromolekul, fizičnih omejitev (membrana) in različnih koncentracij majhnih topljencev 

in makromolekul (Srivastava in Krishnamoorthy, 1997). 
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Voda in najbolj pogosto uporabljeni tekoči rastni mediji za bakterije imajo viskoznost 0,8 

mPas, medtem ko se lahko viskoznost morske vode giblje med 0,8 in 1,8 mPas, odvisno od 

temperature in raztopljenih delcev (Foffonof, 1962). Takšna okolja imajo najnižjo, vendar 

najpogostejšo viskoznost. Njihovo nasprotje so biofilmi, ki jih bakterije tvorijo na trdnih 

površinah ali interfazi med tekočino in zrakom, katerih viskoznost znaša od 1 do 10
8
 Pas 

(Hall-Stoodley in sod., 2004; Cheong in sod., 2009). Okolja z viskoznostjo med obema 

ekstremoma so slina, solze ali mukus (Cone, 1999; Nielsen in sod., 2004; Rubin, 2007; Lai 

in sod., 2009), pri čemer je slednji najbolj pogost habitat bakterij v človeškem telesu. 

Prisotnost polimerov v raztopini bistveno poveča viskoznost, kar posledično pomeni, da 

lahko bakterije z izločanjem zunajceličnih polimernih substanc zvišujejo viskoznost 

svojega lokalnega okolja. Polimeri in z njimi povezana viskoznost igrajo pomembno vlogo 

tudi v procesu čiščenja voda, kot tudi v različnih industrijskih procesih (Sanin, 2002; Hasar 

in sod., 2004; Obidi in sod., 2009). Zato lahko trdimo, da je viskoznost kot dejavnik okolja 

vedno prisoten faktor, ki ima pomemben vpliv na procese, ki so ključni za delovanje 

mikroorganizmov. Med te spadajo gibljivost bakterij, fiziološko stanje celic (Davey in 

O’Tolle, 2000; Walters in sod., 2003; Fux in sod., 2005; Resch in sod., 2005; Resch in 

sod., 2006; Spormann, 2008; Stewart in Franklin, 2008), metabolna aktivnost mikrobnih 

združb (Wyatt in Archer, 1988), izražanje virulenčnih dejavnikov, medsebojna kooperacija 

sevov (Kümmerli in sod., 2009; Le Gac in Doebeli, 2010), ter odpornost proti antibiotikom 

(Kostenko in sod., 2007). Kljub temu do sedaj še ni bilo nobene sistematične raziskave, ki 

bi se poglobila v vplive viskoznosti na nivoju bakterijskega metabolizma. 

 

 

 

2.2 CENTRALNI  METABOLIZEM BAKTERIJ 

 

Bakterijski metabolizem je ključen za delovanje celic, saj se v različnih procesih tvorijo 

pomembni intermediati za biosintezo, redukcijski ekvivalenti in energija v obliki ATP 

(Lehninger in sod., 2004; Boyer, 2005). V prvem koraku se metabolni substrat, 

najpogosteje glukoza, oksidira v procesu glikolize (Slika 1).  
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Slika 1: Glikoliza po Embden-Meyerhoff-Parnasovi (EMP) poti (White, 2000). Rdeče označena sta 

encima, katerih aktivnost smo spremljali. 

Figure 1: Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) glycolysis pathway (White, 2000). Red colour marks the 

enzymes of which the activity was measured. 

 

 

Pri bakterijah obstajata dve različici glikolize, Embden-Meyerhoff-Parnasova (EMP) in 

Entner-Doudoroffova (ED) pot. Prva reakcija obeh je fosforilacija glukoze v glukoza-6-

fosfat, potem pa se pri ED poti glukoza preko dveh glukonatov pretvori v fosfoenolpiruvat 

in piruvat. Ta končna stopnja je enaka zaključku glikolize po EMP poti. Energetski 
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izkupiček ED poti je 1 molekula ATP, 1 molekula NADH in 1 molekula NADPH na 

molekulo glukoze, medtem ko je izkupiček EMP poti po 2 molekuli NADH in ATP na 

molekulo glukoze. Poleg ključnih metabolnih intermediatov in energije pri obeh poteh 

nastaneta dve molekuli piruvata, ki lahko vstopata v nadaljnje metabolne reakcije, katerih 

končni rezultat je acetil-CoA. Le-ta lahko potem vstopa v drugi korak metabolizma, cikel 

citronske kisline (CCK). Bakterije lahko do acetil-CoA pretvorijo tudi nekatere maščobne 

kisline in tudi aminokisline. 

 

Glukoza se lahko metabolizira tudi po tretji različici poti glikolize, poti pentoze fosfata 

(Slika 2). V njej se tvorijo sladkorji z različnim številom ogljikovih atomov, ob tem pa 

nastaja še veliko redukcijske moči v obliki NADPH molekul (Slika 2). Te spojine so 

pomembne za biosintezo nasičenih maščobnih kislin, amino kislin, nukleotidov in 

nukleinskih kislin, kot tudi aromatskih ter fenolnih spojin. Nekateri intermediati se lahko iz 

poti pentoze fosfata priključijo v glikolizo (Slika 2), kjer se metabolizirajo do piruvata 

(Slika 1) oziroma naprej do acetil-CoA (Slika 3). 
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Slika 2: Pot pentoze fosfata (White, 2000). Rdeče označen je encim, katerega aktivnost smo spremljali.  

Figure 2: Pentose phosphate pathway (White, 2000). Red colour marks the enzyme which activity was 

measured. 

 

Acetil-CoA se v seriji reakcij encimsko oksidira do ogljikovega dioksida (CO2), pri čemer 

se energija sprošča v obliki reduciranih prenašalcev elektronov (NADH, FADH2). V CCK 

na molekulo glukoze nastaneta 2 molekuli GTP, 2 molekuli FADH2, 6 molekul NADH in 4 

molekule CO2 (Boyer, 2005). Cikel se ponavlja dokler traja zaloga piruvata iz glikolize, 

oziroma dokler celice nimajo dovolj metabolnih produktov in visokoenergetskih spojin 

(Boyer, 2005). CCK inhibirajo visoke koncentracije produktov, kot so NADH, ATP in 

acetil-CoA. Tudi iz cikla citronske kisline izhajajo pomembni intermediati za biosintezo in 

sicer (Boyer, 2005): 
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- alfa-ketoglutarat za sintezo glutamata, iz katerega se tvorijo purini in nekatere 

amino kisline, 

- oksaloacetat za sintezo fosfoenolpiruvata in nekaterih amino kislin. 

 

 

 

Slika 3: Shema poteka cikla citronske kisline (CCK) pri bakterijah (White, 2000). 

Figure 3: Schematic representation of the citric acid cycle (CAC) in bacteria (White, 2000). 

 

V zadnjem koraku centralnega metabolizma se reducirani prenašalci elektronov, NADH in 

FADH2 molekule, v procesu oksidativne fosforilacije oksidirajo, pri čemer se sprostijo 

protoni in elektroni. Slednji se prenesejo do molekul kisika, ki se reducirajo v vodo. S 

prenašanjem elektronov je sklopljen prenos protonov na membrani, ki prehajajo skozi 

encime imenovane ATP sintaze. Le-te delujejo kot kanalček, skozi katerega se protoni 
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vračajo v matriks celic in porušijo protinski gradient. Ko protoni potujejo skozi ATP 

sintazo, se aktivira podenota, ki katalizira fosforilacijo molekul ADP v ATP (Boyer, 2005). 

 

 

2.3 PRILAGODITEV NA TEMPERATURNI, OSMOTSKI IN UV STRES 

 

Na spremembe fizikalno-kemijskih pogojev v naravnem okolju se bakterije prilagajajo na 

različne načine, proces prilagoditve pa je odvisen tudi od narave spremenjenega dejavnika. 

Najbolje preučeni odzivi na stres so pri spremembi temperature, slanosti, koncentracije 

kisika, pri pomanjkanju hranil in odziv na UV sevanje (Kim in Gadd, 2008). 

 

Vsaka bakterija ima območje temperature, v katerem optimalno deluje. Na podlagi tega so 

razvrščene med psihrofile, mezofile in termofile (Madigan in Martinko, 2006). Če bakterije 

prenesemo v okolje z višjo temperaturo od njihovega optimuma, se začnejo izražati 

proteini toplotnega šoka (angl. heat shock proteins), ki preprečujejo denaturacijo celičnih 

struktur in molekul, pomagajo pri zvijanju proteinov ter omogočajo lažjo translokacijo 

proteinov v membrani (Kim in Gadd, 2008). Odziv na toplotni šok uravnavata dva sigma 

faktorja, σ
E
 in σ

H
. Ker se z višanjem temperature povečuje tudi fluidnost membrane, se v 

membrano vgradijo bolj nasičene maščobne kisline, ki povišajo rigidnost (Sinensky, 1974). 

Ravno obratno se zgodi pri hladnem šoku (angl. cold shock), v katerem bakterije v svojih 

membranah akumulirajo nenasičene maščobne kisline (Sinensky, 1974; Kim in Gadd, 

2008). Poleg sprememb v sestavi membrane, imajo celice bakterije E. coli tudi znižano 

hitrost rasti in nivo metabolizma (Ivančič in sod., 2009; Ivančič, 2012). 

 

Tudi pri odzivu na spremembe v slanosti okolja se bakterijam spremeni sestava in 

urejenost membrane (Cullis in de Kruijff, 1979; Hanna in sod., 1984; Lindblom in Rilfors, 

1992; de Kruijff, 1997), včasih pa se lahko spreminja tudi sam volumen celic (Rönsch in 

sod., 2003). V splošnem se bakterije poslužujejo dveh mehanizmov za prilagajanje na 

osmotski stres, in sicer i) izenačevanje koncentracije soli oziroma vzdrževanje 

koncentracijskega gradienta ali ii) sinteza kompatibilnih topljencev (osmolitov) (Oren, 

2001). Oba procesa zahtevata ATP (Oren, 2001; Varela in sod., 2004), zato ne čudi, da je 

bakterijska rast slabša in metabolizem intenzivnejši (Danevčič in sod., 2005; Danevčič, 

2006; Danevčič in Stopar, 2011). Ob tem se lahko spremenijo še aktivnosti encimov 

(Ventosa in sod., 1998), transport preko ABC prenašalcev (Fox in sod., 2006) ter 

kemotaktično gibanje bakterij (Larsen in sod., 2004). 
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Prehod v stacionarno fazo rasti se zgodi, ko celicam zmanjkuje dostopnih hranil (Madigan 

in Martinko, 2006), kar v celicah sproži vrsto prilagoditvenih procesov. Upočasni se hitrost 

rasti, sinteza proteinov je v splošnem nižja, poviša pa se koncentracija (p)ppGpp (Kim in 

Gadd, 2008). Le-ta zviša izražanje splošnega regulatorja rpoS (σ
S
), zaradi katerega se 

spremeni velikost in oblika celice, sestava membrane, nadzira pa tudi programirano celično 

smrt (Lewis, 2000; Kim in Gadd, 2008). S tem procesom se del celic žrtvuje, saj jih 

preživele lahko porabijo kot vir hranil. Ob aktivnem metabolizmu in rasti se v aerobnih 

kulturah niža tudi koncentracija kisika, zaradi česar se aktivirajo druge poti metabolizma, 

kot so uporaba alternativnih prejemnikov elektronov in fermentacija (Kim in Gadd, 2008). 

Posledica tega je različen potek CCK, aktivacija encimov kot sta fumarat reduktaza in 

nitrat reduktaza, sprememba v aktivnosti glioksilatnega cikla in metabolizma maščob. 

 

Ultravijolično (UV) sevanje letalno učinkuje na vse mikroorganizme in lahko popolnoma 

ustavi njihovo delovanje (Qiu in sod., 2004), zato se pogosto uporablja kot način za 

sterilizacijo površin. Ker se celice že dolgo prilagajajo na UV (Cleaver, 2006), so razvile 

učinkovite mehanizme za preprečevanje ali popravljenje posledic sevanja, ki bistveno 

izboljšajo fitnes organizma (Qiu in sod., 2004). Za preprečevanje poškodb celice pogosto 

akumulirajo pigmente v svojih membranah ali slojih spor, ki jih ščitijo tako, da abosrbirajo 

pri valovnih dolžinah v UV območju (Cockell in Knowland, 1999; Nicholson in sod., 

2000; Sinha in Hader, 2008; Dieser in sod., 2010; Rastogi in sod., 2010). Takšni pigmenti 

so melanin v različnih bakterijah in sporah, karotenoidi pri bakteriji Deinococcus 

radiodurans, sporah bakterij iz rodu Bacillus in pri cianobakteriji Nostoc commune 

(Ehling-Schultz in sod., 1997; Lemee in sod., 1997; Riesman in Nicholson, 2000; Hullo in 

sod., 2001; Saxena in sod., 2002; Moeller in sod., 2005; Geng in sod., 2008). Splošno 

razširjeni so tudi popravljalni mehanizmi. UV sevanje poškoduje DNK tako, da so 

onemogočeni procesi prepisovanja in prevajanja. Lahko pride tudi do mutacij, ki so za 

celice letalne. Popravljalni mehanizmi so rekombinacija, fotoreaktivacija, izrezovanje 

poškodovanih mest z endonukleazami in podobno (Goosen in Moolenaar, 2008). Poškodbe 

DNK pa celice omejujejo tudi s pomočjo SOS odziva (Radman, 1974). Pri bakteriji E. coli 

je SOS odziv reguliran z medsebojno prepletajočim delovanjem transkripcijskega 

represorja, dimernega proteina LexA z aktivnim filamentom proteina RecA, ki nastane na 

mestih poškodb DNK in aktivira samocepitev proteina LexA (Butala in sod., 2011). Že pri 

manjših poškodbah se popolnoma izrazijo geni lexA, recA, uvrA, uvrB in uvrD, katerih cilj 

je popolnoma popraviti poškodbe. Če se to ne zgodi se aktivira še izražanje genov sulA, 

umuD in umuC. Protein SulA ustavi celično delitev z inhibicijo oblikovanja proteinskega 
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obroča FtsZ, kar stimulira popravljanje poškodb s sistemom UmuDC (Lehninger in sod., 

2004). Za delovanje teh procesov je nujna metabolna aktivnost celic. 

 

 

2.4 VPLIV SPREMEMB VISKOZNOSTI NA BAKTERIJE 

2.4.1 Gibanje bakterij in viskotaksa 

 

Viskoznost zunanjega okolja na bakterijske celice ima znaten vpliv na njihovo gibanje. 

Sposobnost gibanja pri višjih viskoznostih je odvisna od morfologije celic – od njihove 

velikosti ter tipa običkanosti. Dolge zavite bakterije iz rodov Campylobacter, Helicobacter 

in Spirochaeta so bolj gibljive v okoljih z visoko viskoznostjo kot kratke palčke ali koki 

(Ferrero in Lee, 1988; Nakamura in sod., 2006; Swidsinski in sod., 2007), načeloma pa 

visoka viskoznost imobilizira celice vseh bakterijskih vrst. Minimalna imobilizacijska 

viskoznost (MIV) je definirana kot viskoznost, pri kateri so celice popolnoma 

imobilizirane. Za bakteriji E. coli in P. aeruginosa je ta meja 60 mPas, za spirohete pa 

1000 mPas ali več (Greenberg in Canale-Parola, 1977). Sposobnost zvijanja celic naj bi 

bila odločilna za vzdrževanje ali celo povišanje hitrost plavanja spirohet v visoko 

viskoznih medijih (Greenberg in Canale-Parola, 1977). Mutanti bakterije S. halophila in S. 

aurantia imata MIV približno 70 do 120 oziroma 300 do 600 mPas, kar je bistveno nižje 

od njunih divjih tipov (Greenberg in Canale-Parola, 1977). Sposobnost gibanja spirohet je 

ključna ekološka prednost pri kolonizaciji mukusa gostitelja ali viskoznega blata in 

sedimenta (Kaiser in Doetsch, 1975). Tudi bakteriji Leptospira interrogans in Treponema 

denticola sta dobro gibljivi v visoko viskoznih medijih (Kaiser in Doetsch, 1975; Ruby in 

Charon, 1998), to pa jim najverjetneje omogoča sprememba celične morfologije (Cox in 

Twig, 1975). Gibljivost je pri kolonizaciji želodca za bakterijo H. pylori ključna, odvisna 

pa je od faze rasti, kar je povezano z morfologijo in običkanostjo celic (Kodaka in sod., 

1982; Josahaus in sod., 1995; Worku in sod., 1999). Nedavno so Celli in sod. (2009) 

ugotovili, da se bakterija H. pylori giba skozi viskozni mukus s pomočjo zmanjševanja 

viskoelastičnosti mucina. To doseže s spremembami pH vrednosti preko aktivnosti ureaze. 

Na povišano viskoznost se odzivajo tudi slabše gibljive bakterije kot so bakterije iz rodu 

Vibrio, ki lahko spremenijo tip običkanosti (Atsumi in sod., 1996; Kawagishi in sod., 1996; 

McCarter, 2001). V splošnem bakterije s polarnim bičkom plavajo bistveno počasneje kot 

bakterije, ki imajo lateralno postavljene bičke (Schneider in Doetsch, 1974; Greenberg in 

Canale-Parola, 1977; Ferrero in Lee, 1988), zato nekateri vibriji pri povišani viskoznosti 
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tvorijo peritrihe bičke (Atsumi in sod., 1996). Nekatere peritriho običkane bakterije pa v 

bolj viskoznih medijih sintetizirajo še več bičkov na svoji površini (McCarter, 2004). 

 

V splošnem povišana viskoznost zniža hitrost gibanja bakterij (Shoesmith, 1960; Schneider 

in Doetsch, 1974; Ferrero in Lee, 1988, Shigematsu in sod., 1998), vendar pa se pri 

viskoznostih v rangu od 1,5 do 3 mPas hitrost gibanja zviša pri mnogih bakterijah 

(Shoesmith, 1960; Schneider in Doetsch, 1974; Shigematsu in sod., 1998). To se pripisuje 

boljši učinkovitosti poganjanja bička (Schneider in Doetsch, 1974). Večina bakterij doseže 

maksimalno hitrost gibanja pri viskoznostih med 1 in 8 mPas (Preglednica 1), razlike se 

pojavijo pri vzdrževanju te hitrosti, saj večina bakterij tega ni sposobna. To ni značilnost le 

aerobnih bakterij, ampak tudi anaerobnih (Swidsinski in sod., 2007). 

 

Preglednica 1: Maksimalne hitrosti gibanja različnih bakterij ter viskoznosti, pri katerih se doseže 

maksimalna hitrost. 

Table 1: Maximal speed of bacterial movement and viscosities at which the maximum is reached. 

Bakterija Maksimalna 

hitrost (µm s
-1

) 

Viskoznost, pri 

kateri se doseže 

maksimalna 

hitrost (mPas) 

Referenca 

Escherichia coli 32 1,6 do 8 Greenberg in Canale-Parola 

(1997) 

Salmonella 

typhimurium 

22 1 Shigematsu in sod. (1998) 

Serratia 

marcescens 

42,6 do 44,3 / Schneider in Doetsch (1974) 

Vibrio cholerae 54 1 Shigematsu in sod. (1998) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

42 do 73 1 do 2 Shigematsu in sod. (1998) 

Greenberg in Canale-Parola 

(1997) 

Campylobacter 

jejuni 

39,3 1 Shigematsu in sod. (1998) 

60 do 100 4 do 5 Ferrero in Lee (1988) 

Helicobacter 

pylori 

28,7 / Worku in sod. (1999) 

Spirochaeta 

halophila 

16 2 Greenberg in Canale-Parola 

(1997) 
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Viskotaksa je obnašanje bakterij analogno kemotaksi. Kemotaktičen odziv je aktivno 

gibanje proti območju višje koncentracije hranil (Wadhams in Armitage, 2004), medtem 

ko je viskotaksa gibanje proti območju z višjo viskoznostjo. Bakterija L. interrogans se 

aktivno giblje iz pufra z nizko viskoznostjo v pufer s polivinil pirolidonom (PVP), kar 

predstavlja pozitivno viskotakso (Petrino in Doetsch, 1978). Podobno se obnašajo tudi 

spiroplazme. Ravno nasproten pa je odziv bakterije E. coli, ki plava stran od medija z višjo 

viskoznostjo, kar naj bi služilo kot mehanizem prilagajanja, ki celicam preprečuje, da bi se 

ujele v visoko viskoznem matriksu, v katerem se težje premikajo (Sherman in sod., 1982). 

Sposobnost gibanja bakterij v različno viskoznih okoljih je pomembna tudi za nekatera 

bolezenska stanja. Če se spremeni viskoznost mukusa v črevesu zaradi antibiotikov, 

probiotikov ali kortikosteroidov, lahko to neposredno vpliva na permeabilnost mukusa za 

patogene bakterije in poslabša bolezensko stanje bolnika s sindromom razdraženega 

črevesa (Turnamian in Binder, 1990; Kunzelmann in Mall, 2002; Swidsinski in sod., 

2007). 

 

2.4.2 Fiziološko stanje in metabolna aktivnost 

 

Dokaj malo je znanega o sami fiziologiji celic v okoljih z različno viskoznostjo. S 

postopnim višanjem viskoznosti medija se niža dovzetnost bakterije Staphylococcus 

aureus za antibiotik vankomicin, pri čemer se vrednosti minimalne inhibitorne 

koncentracije (MIK) z naraščajočo viskoznostjo približujejo vrednostim MIK v biofilmih 

iste bakterije (Kostenko in sod., 2007). Možne razlage za ta pojav so: i) sprememba 

fiziologije celic, ii) vezava antibiotika na sredstvo za zviševanje viskoznosti (metilceluloza 

(MC), natrijev alginat, PVP) in iii) sprememba difuzije antibiotika (Kostenko in sod., 

2007). Nekateri antibiotiki znotraj bakterijskih biofilmov potujejo počasneje, kar je lahko 

tudi posledica vezave na polisaharide v matriksu (Walters in sod., 2003), vendar pa 

prodrejo tudi do najglobljih delov biofilma (Jefferson in sod., 2005). Za to potrebuje na 

primer vankomicin približno eno uro, medtem ko se v tekočih medijih v cetoni razporedi v 

manj kot petih minutah (Jefferson in sod., 2005). Poleg spremenjene difuzije antibiotikov, 

ki so zato na nekaterih mestih prisotni le v subinhibitornih koncentracijah, ima ključno 

vlogo pri občutljivosti celic še difuzija kisika, hranil in celičnih metabolitov (Walters in 

sod., 2003; Borriello in sod., 2004). Ti faktorji pomembno vplivajo na fiziološko stanje 

celic, kar vodi do povišane odpornosti proti antibiotikom različnih bakterij kot so 

Pseudomonas aeruginosa (Walters in sod., 2003; Borriello in sod., 2004; Folsom in sod., 

2010), Klebsiella pneumoniae (Anderl in sod., 2000), Staphylococcus aureus (Jefferson in 
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sod., 2005) in Staphylococcus epidermidis (Chan in sod., 1998; Gilbert in sod., 1998; 

Wirtanen in sod., 1998; Zheng in Stewart, 2004). Preživetje celic v biofilmu je lahko od 

100 do 10000-krat boljše. Če se bakterijski biofilm fizično razbije in se celice 

resuspendirajo v tekočini, se povrne njihova občutljivost za antibiotike (Walters in sod., 

2003; Folsom in sod., 2010). 

 

Fiziološko stanje celic v biofilmih in v plankotnskih kulturah se torej bistveno razlikuje 

predvsem zaradi spremenjene difuzije, ki je glavni način transporta molekul na mikro in 

nano skalah (Nelson, 2000). V viskoznih biofilmih se pretok hranil in kisika spremeni, kar 

vodi do akumulacije metabolitov in nastanka gradientov. Če je koncentracija kisika v 

tekočini nad biofilmov okrog 6 mg/L, je lahko v notranjih delih bakterijskih biofilmov tudi 

manj kot 0,2 mg/L (Folsom in sod., 2010). Ti pogoji predstavljajo stres za bakterijske 

celice, na katerega se morajo prilagoditi (Davey in O’Tolle, 2000; Walters in sod., 2003; 

Fux in sod., 2005; Resch in sod., 2005; Resch in sod., 2006; Spormann, 2008; Stewart in 

Franklin, 2008). Prvi in najbolj očiten odziv je znižana hitrost rasti. Medtem ko imajo 

bakterije v tekočih kulturah hitrost rasti med 0,6 in 0,8 h
-1

, pa imajo isti bakterijski sevi v 

biofilmu hitrost rasti med 0,01 in 0,08 h
-1

 (Anderl in sod., 2003; Walters in sod., 2003; 

Borriello in sod., 2004; Folsom in sod., 2010). Ker biofilmi kažejo več stadijev razvoja, se 

med njimi razlikuje tudi hitrost rasti, ki je lahko v začetnih fazah bistveno višja od prej 

omenjenega povprečja. V prvih šestih urah rasti biofilm bakterije P. aeruginosa raste s 

hitrostjo 0,66 h
-1

 (Walters in sod., 2003), biofilm bakterije K. pneumoniae pa ima v prvih 

dvanajstih hitrost rasti 0,49 h
-1

 (Anderl in sod., 2003). Glede na aktivnost sinteze proteinov 

v biofilmih, ki je najvišja v zgornjih plasteh, se sklepa, da je le del celic v biofilmu aktiven 

(Folsom in sod., 2010). Aktivnih celic naj bi bilo tako približno 40 odstotkov populacije, 

razporejene pa so po celem biofilmu, občasno tudi v najnižjih plasteh (Folsom in sod., 

2010). V splošnem velja, da se ob spremembi hitrosti mešanja medija poviša hitrost rasti, 

metabolizem, prevzem hranil in število celic zaradi boljše raztopljenosti in difuzije kisika 

ter hranil (Bergstedt in sod., 2004). 

 

Izražanje genov v biofilmih se bistveno razlikuje od izražanja genov v planktonskih celicah 

(Prigent-Combart in sod., 1999; Resch in sod., 2005; Resch in sod., 2006; Folsom in sod., 

2010). Približno 38 % vseh genov se različno izraža v biofilmih bakterije E. coli, če 

primerjamo s tekočo kulturo istega seva (Prigent-Combart in sod., 1999). Posledično se 

spremeni tudi sinteza proteinov, pri čemer se v zrelih biofilmih bakterije Streptococcus 

mutans od vseh 694 proteinov zniža sinteza 78 proteinov, poviša pa se sinteza 57 proteinov 

glede na planktonske celice iste bakterije (Svensäter in sod., 2001). Od tega manj izraženi 
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proteini spadajo v skupino proteinov povezanih s celičnim metabolizmom, povišani pa so 

proteini za sintezo proteinov, njihovo zvijanje in podvojevanje DNK. 

 

Razlike v fiziologiji med biofilmi in planktonskimi celicami so najbolje poznane pri 

medicinsko pomembnih bakterijah, ki jih lahko najdemo v obeh oblikah rasti. Pri bakteriji 

P. aeruginosa je v različnih stopnjah sinteze biofilma metabolizem različen. Proteini 

vpleteni v metabolizem amino kislin in proteini v ciklu CCK, kot so sukcinat semialdehid 

dehidrogenaza, fumarat hidrataza, gliceraldehid dehidrogenaza se bolj kot v planktonskih 

celicah izražajo v biofilmih, še posebno izrazito v zrelih oblikah (Sauer in sod., 2002). 

Tudi v biofilmu bakterije S. aureus se zdi, da je metabolizem na posameznih stopnjah bolj 

aktiven. Tako je na primer fumarat dehidrogenaza 17-krat bolj izražena v biofilmih, kar 

pomeni, da ob energiji nastaja tudi bistveno več kisline (Resch in sod., 2005). Proti 

zakisanju se celice nato borijo s sintezo ureaze, ki ureo razcepi v CO2 in amoniak. S tem 

lahko bakterija S. aureus poškoduje gostiteljeve celice, medtem ko zadrži pH homeostazo. 

V biofilmih so zaznali tudi povišanje izražanje genov gluA, gudB in glmS kot tudi genov, 

ki kodirajo proteine aktivne v CCK (npr. sdhCAB), kar nakazuje, da je nivo glikolize in 

fermentacije povišan. Poleg tega je povišano tudi izražanje petih proteinov poti pentoze 

fosfata, ki celicam zagotavlja redukcijsko moč ter sladkorje z različnim številom ogljikovih 

atomov za biosintezo (Resch in sod., 2006). Intenzivnejša je tudi sinteza kompleksnih 

amino kislin, saj se tRNK sintaze za arginin, tirozin, triptofan, fenilalanin in cistein bolj 

izražajo. S časom se izražanje genov zmanjša, tudi izrazito povišani geni se malce utišajo, 

kar je verjetno posledica pomanjkanja kisika in hranil (Resch in sod., 2005). Proti stresu se 

bakterije odzovejo z aktivacijo t.i. stresnih genov, kot so rpoS, protein za alkalni šok, geni 

za detoksifikacijo reaktivnih zvrsti kisika (katalaza, peroksidaza, superoksid dismutaza). 

Zanimivo je, da je razen stafiloksantina v biofilmih znižana sinteza toksinov (Resch in 

sod., 2005). 

 

V živilski mikrobiologiji pomembne glive iz rodu Aspergillus so odvisne od 

mikrostrukture hrane oziroma viskoznosti površin, na katerih se nahajajo.  Podobno kot pri 

bakterijah tudi za glivo A. carbonarius višja viskoznost pomeni znižano hitrost rasti in 

spremenjen sekundarni metabolizem, predvsem zaradi razlik v distribuciji kisika in hranil 

(Kapetanakou in sod., 2011). Viskoznost do 18 mPas sama ali v kombinaciji z neoptimalno 

slanostjo ali temperaturo rasti povzroči znižano hitrost rasti, omejeno sintezo ohratoksina, 

ki je toksičen in potencialno rakotvoren sekundarni metabolit glive A. carbonarius 

(Kapetanakou in sod., 2011). Podoben odziv na nivoju rasti in sekundarnega metabolizma 

so opisali tudi pri glivah Aspergillus flavus in Aspergillus niger (Huang in sod., 2009) ter 
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pri bakterijah Listeria innocua, Lactococcus lactis in Salmonella typhimurium (Antwi in 

sod., 2007; Theys in sod., 2008). 

 

2.4.3 Medcelična komunikacija 

 

Proučevanje bakterijske komunikacije je eno od najhitreje razvijajočih se področij v 

mikrobiologiji. Zaznavanje celične gostote (angl. quorum sensing) (Fuqua in sod., 1994) je 

mehanizem, s katerim bakterije kolektivno kontrolirajo izražanje genov za koordiniranje 

aktivnosti, ki so učinkovite za celotno populacijo (Schauder in Bassler, 2001). Bistveni deli 

sistema za zaznavanje celične gostote so encim za sintezo signala, signalna molekula, 

receptor za signalno molekulo in regulator odziva, ki uravnava izražanje genov. Slednji je 

lahko tudi odsoten (Subramoni in Venturi, 2009). 

 

Signali so majhne molekule, katerih transport poteka z difuzijo, in jih celice sočasno 

izločajo, kot tudi zaznavajo. Zato jim pogosto rečemo avtoinduktorji. Ker celice 

proizvajajo mnogo metabolitov, ki so jih sposobne zaznati, je pomembno, da definiramo 

vlogo signala pri medcelični komunikaciji. Kriteriji, da je molekula dejansko signal, so 

(Winzer in sod., 2002): 

- produkcija signalne molekule se dogaja med točno določeno fazo rasti, pod 

določenimi fiziološkimi pogoji ali med odzivom na spremembe v okolju; 

- signalne molekule se kopičijo izven celic in jih prepozna specifični receptor; 

- akumulacija signalnih molekul povzroči odziv, ko je dosežena kritična 

koncentracija teh molekul; 

- celični odziv je večji kot bi bil le fiziološki odziv pri presnovi ali detoksifikaciji te 

molekule. 

 

Poznamo več tipov signalnih molekul. Mnoge po Gramu pozitivne bakterije uporabljajo 

kratke peptide (Dunny in Leonard, 1997; Novick in Muir, 1999), medtem ko so signali po 

Gramu negativnih bakterij zelo raznoliki (Fuqua in Winans, 1994; Fuqua in sod., 1996; 

Fuqua in Greenberg, 1998; Bassler, 1999; Pesci in sod., 1999). Med njimi so najbolje 

poznani acil homoserin laktoni (AHL), za katere se uporablja tudi oznaka avtoinduktor 1 

(AI-1). Poleg omenjenih obstaja še univerzalna signalna molekula avtoinduktor-2 (AI-2), 

ki se pojavlja tako pri po Gramu pozitivnih kot tudi pri po Gramu negativnih bakterijah 

(Federle in Bassler, 2003; Kaper in Sperandio, 2005). Funkcija molekule AI-2 je 

posredovanje pri komunikaciji med istimi kot tudi različnimi vrstami bakterij. 
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Mehanizem delovanja sistema za zaznavanje celične gostote, ki je odvisen od acil 

homoserin laktonov (AHL), je shematsko predstavljen na sliki 4A. AHL signale proizvaja 

LuxI družina sintaz. Pri nizki gostoti populacije je koncentracija AHL molekul nizka, zato 

jih nestabilni receptor za AHL LuxR hitro razgradi. Ko se koncentracija AHL poviša do 

mejne vrednosti, se AHL molekule vežejo na receptor LuxR, s čemer ga aktivirajo. 

Aktivirani kompleks nato modelira prepisovanje tarčnih genov. Na sliki 4B je predstavljen 

drugi tip sistema za zaznavanje celične gostote, ki temelji na zaznavanju avtoinduktorskih 

peptidov. Le-ti so sintetizirani kot propeptidi, ki se morajo posttranslacijsko modificirati 

pred izločanjem v okolje preko specializiranih transporterjev (Choudhary in Schmidt-

Danner, 2010). Pri visoki gostoti celic je zrelih peptidov veliko, zato se vežejo in hkrati 

aktivirajo transmembranske receptorske histidin kinaze, ki aktivirajo regulator odziva 

(RR). Aktivirani regulator odziva usmerja prepisovanje tarčnih genov. 

 

 

Slika 4: Shema bakterijskih sistemov za zaznavanje celične gostote (Choudhary in Schmidt-Dannert, 

2010). A: sistem za zaznavanje kvoruma preko acil homoserin laktonov (AHL) in B: sistem za zaznavanje 

kvoruma preko avutoinducerskih peptidov (AIP). 
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Figure 4: Schematic representation of bacterial quorum sensing systems (Choudhary and Schmidt-

Dannert, 2010). A: quorum sensing of acyl homoserine lactones and B: quorum sensing of autoinducing 

proteins (AIP). 

 

Bakterije s sistemom za zaznavanje celične gostote kontrolirajo tvorbo biofilmov, izločanje 

virulenčnih dejavnikov, sporulacijo, kompetenco, bioluminiscenco, nodulacijo, sposobnost 

gibanja, izločanje antibiotikov, encimov za preprečevanje aktivnosti antibiotikov in 

odpornost na kisli ali oksidativni stres (Rudner in sod., 1991; Perego in Hoch, 1996; 

Davies in sod., 1998; Parsek in Greenberg, 2000; Miller in Bassler, 2001; Takano in sod., 

2001; Shrout in sod., 2001; Miller in sod., 2002; Hammer in Bassler, 2003; Zhu in 

Mekalanos, 2003; Wen in Burne, 2004; Bassler in Losick, 2006; Sakuragi in Kolter, 2007; 

Williams in sod., 2007; Sztajer in sod., 2008). Mnoge patogene ali simbiontske interakcije 

bakterij z rastlinami ali živalmi so odvisne od medcelične komunikacije. Pogostost 

sistemov za medcelično komuniciranje nakazuje, da so se ti sistemi razvili v zgodnji fazi 

bakterijske evolucije (Lerat in Moran, 2004).  

 

Aktivacija izražanja genov, ki so kontrolirani s QS sistemom, je odvisna od lokalne 

koncentracije signalnih molekul v lokalnem okolju bakterijskih celic (Redfield, 2002; 

Hense in sod., 2007; Horswill in sod., 2007), le-ta pa je odvisna od hitrosti sinteze, 

življenjske dobe (hitrost razgradnje) in hidrodinamike (tok tekočine) (Hense in sod., 2007). 

Na akumulacijo signalov znatno vpliva difuzija signalnih molekul, saj se lahko pri veliki 

difuziji večina signala odstrani iz mikrookolja celic, ki jih proizvajajo. Nedavno so 

pokazali, da koncentracija signalnih molekul pada z naraščanjem razdalje od signal 

producirajoče celice (Slika 5) (Alberghini in sod., 2009). Difuzija signalov se zniža zaradi 

povišane viskoznosti, ko je to prikazano v Stokes-Einstenovi enačbi (2). 

 

r

Tk
D B






6
                                                                                                   … (2), 

pri čemer je D difuzijska konstanta, kB je Boltzmanova konstanta, T je temperatura, η je 

viskoznost, r pa je radij oddaljenosti od celice. 

 

Difuzijski koeficient D v vodi pri 25 °C je za dve različni molekuli AHL (N-3-

oksododekanoil-1-homoserin lakton in N-butiril-homoserin lakton) 4,9 x10
-6

 oziroma 7,2 

x10
-6

 cm
-2 

s
-1

 (Stewart, 2003). Ker je D odvisna od temperature in viskoznosti jo je za 

temperature nižje od 25 °C in viskoznosti višje od viskoznosti vode potrebno ustrezno 

prilagoditi. Stewart (1998) predlaga, da se pri temperaturi 5 °C uporabi faktor 0,5 za 
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konverzijo DT/D25, za zvišanje viskoznosti v biofilmu pa 0,2 (De/Daq). Difuzijska konstanta 

za N-butiril-homoserin lakton potem postane 4,9 x10
-7

 cm
-2

 s
-1

. Če se difuzija zmanjša za 

10-krat ali celo 100-krat, si lahko celice privoščijo 10-krat ali 100-krat zmanjšano hitrost 

sinteze signalnih molekul, pa bodo vseeno dosegle nivo koncentracije pri nezmanjšani 

difuziji (Alberghini in sod., 2009). Na podlagi tega lahko sklepamo, da je ob povišanju 

viskoznosti gradient koncentracije signalnih molekul okoli celice še bolj izrazit. Zato lahko 

celice prej dosežejo potrebno koncentracijo signalov in aktivirajo QS. Tako lahko že samo 

dve celici dosežeta t.i. kvorum in posledično indukcijo genov reguliranih s celično 

komunikacijo (Dulla in Lindow, 2008). Bakterija Pseudomonas syringae to doseže na 

površini listov rastlin, vendar le v primeru, da so listi posušeni (imajo bistveno znižano 

vsebnost vode). Če je prisotno vsaj nekaj tekočine, se difuzija poveča, kar odnese signale 

stran od producentske celice (Dulla in Lindow, 2008). Za indukcijo reguliranih genov na 

mokrih listih je posledično potrebno več časa kot na suhih listih (Dulla in Lindow, 2008). 

Tudi na koreninah rastlin lahko pride do podobne situacije kot na listih, saj lahko že dve 

bakterijski celici med seboj učinkovito komunicirata (Gantner in sod., 2006).  

 

Pri medcelični komunikaciji so pomembni še velikost sistema, gostota celic in njihova 

pozicija (Hense in sod., 2007; Alberghini in sod., 2009). Koncentracija signalnih molekul 

recipročno pada s povečevanjem razdalje od točke produkcije (Alberghini in sod., 2009). 

Tako se koncentracija pri r=2 zmanjša na ½, pri r=3 na ⅓ in pri r=4 na ¼ začetne 

koncentracije (Alberghini in sod., 2009). Na ta način se okoli celice ustvari gradient 

koncentracije signalnih molekul, kot je prikazano na sliki 5a. V primeru, da je v sistemu 

več celic, na primer dve, sta celici lahko na razdalji, pri kateri se njuna gradienta ne 

prekrivata in je zato maksimalna koncentracija signala za celico tudi maksimum, ki ga le-ta 

lahko proizvede. Če pa sta dve celici na dovolj majhni razdalji, se njuna gradienta 

prekrivata, s tem pa se povečujejo tudi lokalne koncentracije signalnih molekul (slika 5b in 

5c). Bolj kot sta celici bližje, višje so koncentracije signalnih molekul. Ob povišanju le-te, 

se potem izražanje genov uravnanih s sistemom za zaznavanje celične gostote lahko začne 

prej (Alberghini in sod., 2009). Pozicija bakterijskih celic v viskoznih medijih je odvisna 

od njihove sposobnosti gibanja (Poglavje 2.3.1).  
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Slika 5: Gradienti koncentracije signalnih molekul okoli producentske celice. a) posamezna celica, b) 

celici, katerih gradienta se prekrivata in koncentracija preseže kritično vrednost, zato se spremeni izražanje 

genov, c) celici, katerih gradienta sta v kontaktu, a koncentracija signalnih molekul ne preseže kritične 

vrednosti (Alberghini in sod., 2009). 

Figure 5: Signal molecule concentration gradient around producing cells. A) individual cell, b) cells that 

have overlapping gradients and the concentration of signal molecules exceeds threshold, c) cells that are in 

contact, but the signal molecule concentration does not exceeds the threshold concentration (Alberghini et al., 

2009). 

 

Zaradi vseh omenjenih dejavnikov, ki se lahko neodvisno spreminjajo, kaže, da je 

komunikacija med bakterijami ključno odvisna od fizikalnih značilnosti okolja. Med temi 

sta zagotovo izredno pomembni temperatura in viskoznost, ki narekujeta, kakšna bo 

difuzija molekul in gibanje celic. Zato ne čudi, da se nekateri ne strinjajo z izrazom 

»zaznavanje celične gostote«, saj naj bi bilo bistveno zaznavanje difuzije oziroma relativne 

pozicije. Dvome o namenu sistema za zaznavanje celične gostote (Velicer in sod., 2000; 

Miller in Bassler, 2001; Redfield, 2002) naj bi rešili trije do sedaj predlagani koncepti. To 

so:  

- zaznavanje pozicije celice v mikrookolju (Alberghini in sod., 2009) 

- zaznavanje difuzije signala v okolici celice (angl. diffusion sensing (Redfield, 

2002): Bakterije izločajo sideroforje, antibiotike, surfaktante in druge sekundarne 

metabolite, ki zagotovijo prednost posamezni celici, ampak bo uspešna šele, če 

bosta difuzija in mešanje omejena. V tem primeru bodo izločene molekule ostale v 

bližini celice, ki bo lahko od njih tudi imela koristi. Difuzija in tok tekočine v 

naravnih okoljih sta lahko nepredvidljiva dejavnika, zato celice producirajo in 

izločajo avtoinduktorje, s katerimi lahko ocenijo spremembe v fizikalnih lastnostih 

okolja in se nanje ustrezno prilagodijo. Nenazadnje, imajo tako producentske celice 

kot tudi celice, ki signal zaznavajo od komunikacije korist, kar lahko pojasni zakaj 
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je sistem za komunikacijo tako razširjen v mikrobnem svetu (Redfield, 2002; 

Gantner in sod., 2006). 

- zaznavanje učinkovitosti (angl. efficiency sensing (Hense in sod., 2007): celice 

zaznavajo njihovo gostoto, fizikalne značilnosti okolja (difuzijo oziroma tok 

tekočine) ter razporeditev v okolju. Zato producirajo in izločajo difuzivne 

avtoinduktorske molekule, s katerimi testirajo ali se splača proizvajati energijsko 

dražje difuzibilne efektorske molekule. Da je položaj bakterij res pomemben, je 

pokazano na sliki 5. Če so bakterije v bližjem kontaktu, se lahko prej ustvari dovolj 

visoka koncentracija signalnih molekul, kot če so bakterije na daljši razdalji 

(Alberghini in sod., 2009). Po teoriji zaznavanja učinkovitosti je učinkovitost enaka 

0 %, če se testne molekule izgubijo zaradi toka tekočine, prevelike oddaljenosti 

celic ali njihove prenizke gostote. Ob ravno obratni situaciji (če se vsi signali 

ohranijo), je učinkovitost 100 %. Tudi evolucijsko ta teorija združuje koncepta 

zaznavanja celične gostote in zaznavanja difuzije, saj zagotavlja prednosti tako za 

posamezne celice, kot tudi skupine (Hense in sod., 2007). 

 

Kljub temu, da glede mikrobne komunikacije obstajajo številna vprašanja, je dejstvo, da je 

znanje o teh procesih omogočilo tudi napredek v biotehnologiji. Medcelično komunikacijo 

se izkorišča pri produkciji bioloških spojin, tkivnem inženiringu, mešanih fermentacijah, 

diagnostiki in terapiji patogenov, biokontroli, zaznavanju raka ter preprečevanju tvorb 

biofilmov na kirurških vsadkih, bioreaktorjih, ceveh in drugih transportnih sistemih 

(Choudhary in Schmidt-Dannert, 2010). 

 

2.4.4 Bakterijski medvrstni odnosi 

 

Bakterije se v svojih naravnih okoljih le redko nahajajo v čistih kulturah. Največkrat so v 

mešanih kulturah, v katerih poteka več procesov, kot so sintrofija, komunikacija in 

tekmovanje. Ti procesi so namenjeni zagotavljanju optimalnega delovanja in prilagajanja 

mikrobnih združb (Jacubovics, 2010). V splošnem se tip odnosa med organizmi definira 

glede na fitnes posameznega organizma v prisotnosti drugega (West in sod., 2006). Tako 

poznamo štiri glavne tipe odnosov, ki so predstavljeni v preglednici 2. Mutualizem ali 

sožitje je odnos med dvema bakterijskima sevoma, od katerega imata oba korist oziroma 

pozitiven fitnes. V primeru, da ima le prejemnik pozitiven fitnes, je odnos bodisi parazitski 

bodisi altruističen. Altruizem je oblika socialnega stika, ki je v naravi težko razložljiv. 

Najpogosteje se pojavlja pri dveh sorodnih organizmih, domnevno zaradi teorije o izboru v 
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korist sorodstva (angl. kin selection (Foster in sod., 2005)). Ravno nasproten altruizmu je 

amenzalizem, ki je odnos, pri katerem aktivni udeležec z izločanjem protibakterijske snovi 

zavira rast ali razvoj drugega udeženca. Tak odnos je v naravi pogost (Foster in Bell, 

2012), saj je sinteza protibakterijskih snovi široko razširjena med organizmi. Odnosu, v 

katerem imata oba seva negativen fitnes, rečemo kljubovalnost (angl. spite), vendar pa je ta 

pojav izredno redek v naravi, saj se nihče od udeležencev ne more razmnožiti in zavzeti 

določene ekološke niše (Foster in sod., 2001). 

 

Preglednica 2: Tipi bakterijskih medvrstnih odnosov na podlagi fitnesa udeležencev (West in sod., 

2006). 

Table 2: Types of bacterial interspecies interactions on the basis of participants fitness (West et al., 

2006). 

Tip odnosa Fitnes aktivnega udeleženca Fitnes prejemnika 

Mutualizem pozitiven pozitiven 

Altruizem in parazitizem negativen pozitiven 

Amenzalizem pozitiven negativen 

Kljubovalnost negativen negativen 

 

Predvsem zaradi zanimanja za biofilme so se študije obnašanja mikroorganizmov v 

mešanih kulturah v zadnjem desetletju močno razširile. Viskoznost oziroma gostota 

populacije naj bi imela ključno vlogo pri evoluciji medceličnosti, interspecifičnem 

mutualizmu in mikrobni kooperaciji (Kümmerli in sod., 2009), zato ne čudi, da se 

raziskave v zadnjem času posvečajo tudi vplivom viskoznosti okolja. Interakcije med 

bakterijskimi sevi so odvisne od viskoznosti, saj ne-viskozno okolje dovoljuje tekmovanje 

vseh prisotnih sevov, med tem ko viskozno okolje dovoljuje le lokalne kompeticije med 

sevi, ki so prisotni na istem lokalnem območju ob istem času (Czaran in sod., 2002; Le 

Gac in Doebeli, 2010). Poleg tega viskoznost spreminja difuzijo molekul in gibanje 

bakterijskih celic. 

 

Bakterijski biofilm je oblika zelo viskoznega okolja, za katerega se predvideva, da je 

najbolj razširjena oblika bakterijskih kultur v okolju. Medtem ko so nekateri biofilmi 

sestavljeni samo iz ene vrste, so nekateri sestavljeni in več vrst. Odnosi med vrstami so 

tako sožitje, kot tudi tekmovanje (Moons in sod., 2009; Jakubovics, 2010). Te interakcije 

vplivajo na strukturo, fiziologijo in razvoj biofilma (Jones in sod., 1995). Metabolno 

sodelovanje in antagonizem sta mehanizma, s katerima se prilagaja fitnes določenih sevov 

znotraj zrelega biofilma (Moons in sod., 2009; Jakubovics, 2010). Ko se pogoji v okolju 
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spremenijo zaradi aktivnosti samih bakterij ali zaradi okoljskih sprememb, je tekmovanje 

pomemben mehanizem za vzdrževanje stabilne mikrobne združbe (Jakubovics, 2010).  

 

Med mikroorganizmi se je razvilo medsebojno tekmovanje za hranila in zavzemanje 

ekoloških niš. Antibiotiki, najbolj široko uporabljano zdravilo na svetu, so bili odkriti kot 

produkti mikrobov, ki so ustavili rast ali ubili celice druge vrste. Čeprav so namenjeni 

neposrednemu tekmovanju za ekološke niše, pa nekateri zagovarjajo tudi možnost, da so 

antibiotiki namenjeni medceličnemu signaliziranju, s katerim lahko mikrobne združbe 

prilagajajo njihovo sestavo in aktivnost (Linares in sod., 2006; Yim in sod., 2007; Fajardo 

in Martinez, 2008). V splošnem imajo antibiotiki pet mehanizmov delovanja, i) inhibicija 

sinteze celične stene, ii) inhibicija sinteze proteinov in iii) inhibicija sinteze DNK, iv) 

inhibicija sinteze RNK ter v) vpletanje v metabolizem. Tudi prodigiozinu podoben rdeči 

pigment bakterije V. ruber deluje protimikrobno (Starič in sod., 2010), vendar pa 

mehanizem delovanja še ni poznan. Posebna skupina naravnih antibiotikov so bakteriocini, 

proteinske molekule, ki jih proizvajajo različne vrste bakterij, po katerih se največkrat 

bakteriocini poimenujejo. Najbolj poznani so kolicini (bakteriocini bakterije E. coli), 

vibriocini (bakteriocini bakterij iz rodu Vibrio), subtilizin bakterije Bacillus subtilis, piocin 

bakterije P. aeruginosa, mutacin bakterije Streptococcus mutans in nizin bakterije 

Lactococcus lactis (Riley in Chavan, 2007). Imajo več možnih mehanizmov delovanja, kot 

so i) tvorba pore, ii) razgradnja DNK, iii) nukleazna aktivnost in podobno.  

 

2.4.4.1 Javno dobro 

 

Kooperacija je obnašanje bakterij, s katerim preprečujejo mutantam, da bi izkoriščale divji 

tip, ki je na primer sposoben sinteze kolicinov ali sideroforjev (Kümmerli in sod., 2009; Le 

Gac in Doebeli, 2010). Raziskave na bakteriji P. aeruginosa so pokazale, da viskoznost 

okolja favorizira producente javnih dobrin (sideroforjev), ko je gibljivost in difuzija 

omejena. Relativni fitnes mutant, ki ne proizvajajo sideroforjev, vendar pa imajo korist od 

njih, pada z višanjem viskoznosti ne glede na čas kompeticije ali začetnega števila celic 

(Kümmerli in sod., 2009). Kljub temu pa tudi pri najvišji viskoznosti imajo mutante še 

vedno višji fitnes kot v monokulturi, kar nakazuje, da difuzija sideroforjev ni popolnoma 

omejena. Podobno so pokazali tudi za kolicine, ki jih proizvaja bakterija E. coli (Le Gac in 

Doebeli, 2010), saj se ne glede na viskoznost v vsakem primeru razvijejo mutantski sevi, ki 

ne sintetizirajo kolicinov. Razlika je le v hitrosti evolucije – v neviskoznem okolju se 

mutante razvijejo hitreje. Relativni fitnes kolicin producirajočih in mutant ni odvisen od 
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viskoznosti (Le Gac in Doebeli, 2010). Razlike v rezultatih raziskav na bakterijah E. coli in 

P. aeruginosa so lahko posledica dejstva, da je evolucija odvisna od molekularnih 

značilnosti molekul, ki so javna dobrina (Kümmerli in Brown, 2010). 

 

 

 

2.5 OPIS PROUČEVANIH BAKTERIJ 

2.5.1 Bakterija Vibrio ruber 

 

Bakterija Vibrio ruber (pred poimenovanjem označena kot Vibrio sp. DSM14379) je bila 

izolirana iz brakičnih voda Škocjanskega zatoka in kot vsi vibriji spada v deblo 

Proteobacteria, razred γ Proteobacteria in družino Vibrionaceae. Je po Gramu negativna 

bakterija z obliko ukrivljene palčke in ne tvori spor. Njen metabolizem je fakultativno 

anaeroben. Ima široko območje halotolerantnosti – od 0,5 do 17 % (w/V) NaCl, najbolje pa 

deluje pri 3 % (w/V) NaCl (Danevčič, 2006). V svojem genomu ima zapis za več profagov. 

Ob indukciji profaga z mitomicinom C se sproščajo morfološko različni bakteriofagom 

podobni delci (Gnezda-Meijer in sod., 2006). Bakterija V. ruber proizvaja zunajcelične 

polisaharide (Stopar in sod., 2002) in rdeče obarvan pigment soroden prodigiozinu 

(Štraser, 2008). Njegova sinteza je pod kontrolo mehanizma za zaznavanje celične gostote, 

nanjo pa vplivajo tudi različni dejavniki okolja (Starič in sod., 2010).  

 

2.5.1.1 Prodigiozin 

 

Prodigiozin (4-metoksi-5-[(Z)-(5-metil-4-pentil-2H-pirol-2-iliden)metil]-1H,1′H-2,2′-

bipirol) je rdeči pigment, ki ga proizvaja veliko različnih bakterij iz rodu Serratia, 

Actinomycetes (Streptomyces coelicolor) ter morske bakterije (Hahella chejuensis, 

Pseudoalteromonas denitrificans) (Williamson in sod., 2006). Je sekundarni metabolit, ki 

ga producirajo tudi bakterije iz rodu Vibrio, na primer Vibrio gazogenes (Allen in sod., 

1983), Vibrio psychroerythrus (Aoust in Gerber, 1974), Vibrio rhizosphaerae (Kumar in 

Nair, 2007), Vibrio ruber (Shieh in sod., 2003) in Vibrio sp. KSJ45 (Alihosseini in sod., 

2008). 

 

Molekula prodigiozina je po strukturi piril dipiril meten s kemijsko formulo C20H25N3O. 

Sestavljajo jo trije pirolni obroči, med katerimi sta dva direktno povezana, tretji pa je pripet 

z metenskim mostičkom (Gerber, 1975) (Slika 6). Prekurzorji v biosintezi prodigiozina so 
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prolin, serin, alanin (Quadri in Williams, 1971; Bennett in Bentley, 2000), glicin in ocetna 

kislina (Hubbard in Rimington, 1950). Pri bakteriji Serratia marcescens poteka biosinteza 

preko razcepljene poti, ki se konča z encimsko kondenzacijo končnih produktov, 2-metil-

3-n-amilil-pirola (Williamson in sod., 2006) in 4-metoksi-2,2'-bipirol-karbaldehida 

(Morrison, 1966; Goldschmidt in Williams, 1968). Sinteza je regulirana preko 

mehanizmov odgovora na stradanje (ang. stringent response) in zaznavanje celične gostote 

(Thomson in sod., 2000; Coulthurst in sod., 2004; Williamson in sod., 2006; Danevčič in 

Stopar, 2009).  

 

 

Slika 6: Kemijska struktura prodigiozina (Williamson in sod., 2006). 

Figure 6: Chemical structure of prodigiosin (Williamson et al., 2006). 

 

Prodigiosin je hidrofoben (Purkayastha in Williams, 1960; Williams in Quadri, 1980; 

Williamson in sod., 2006), zato se lahko vgradi v celične membrane (Purkayatsha in 

Williams, 1960; Wei in Chen, 2005; Meschke in sod., 2011; Ryazantseva in sod., 2012), 

najden pa je bil tudi v inkluzijah znotraj celic (Meschke in sod., 2011; Haddix in sod., 

2008; Williamson in sod., 2005). Nekaj pigmenta se lahko nahaja tudi v bližini celic v 

zunajceličnem prostoru (Williamson in sod., 2005; Meschke in sod., 2011). Čeprav je 

natančna ekofiziološka vloga prodigiozina še predmet debate (Burger in Bennet, 1985; 

Hood in sod., 1992; Ryazantseva in sod., 1995; Seganish in Davis, 2005; Williamson in 

sod., 2006; Haddix in sod., 2008; Starič in sod., 2010; Borić in sod., 2011), pa je njegovo 

protimikrobno delovanje nesporno. Prodigiozin in njemu sorodne molekule inhibirajo rast 

več različnih vrst bakterij, od po Gramu pozitivnih do negativnih, kot tudi morskih in 

bakterij v tleh (Gerber, 1975; Boger in Patel, 1987; Williamson in sod., 2006; Starič in 

sod., 2010; Lee in sod., 2011; Samrot in sod., 2011). Poleg tega ima še protiglivne (Castro 

in sod., 1967; Gerber, 1971) in protiparazitske aktivnosti (Castro, 1967; Azambuja in sod., 
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2004). Dobro poznana značilnost prodigiozina je tudi protirakavo in imunosupresivno 

delovanje (Pérez-Tomás in sod., 2003; Williamson in sod., 2006). Najbolj zanimiva 

lastnost z velikim biotehnološkim potencialom, je sposobnost indukcije programirane 

celične smrti rakavih celic z minimalnim vplivom na normalne celice (Yamamoto in sod., 

1999). Poleg te so bili opisani še sledeči vplivi na evkariontske celice (Ohkuma in sod., 

1998; Seganish in Davis, 2005; Williamson in sod., 2006; Regourd in sod., 2007; Pandey 

in sod., 2009):  

- razklapljanje lizosomskih ali vakuolnih ATP sintaz s prekomernim H
+
/Cl

-
 

simportom,  

- oksidativna razgradnja DNK zaradi interkalacije,  

- DNK fragmentacija, kot posledica stabilizacije kompleksom topoizomeraze in 

DNK,  

- zaustavitev celičnega cikla,  

- aktivacija kaspaz in  

- vpletanje v signalne poti.  

 

 

2.5.2 Bakterija Vibrio harveyi 

 

Bakterija Vibrio harveyi je po Gramu negativna, rahlo ukrivljena paličasta bakterija, ki je 

sposobna aktivnega plavanja s pomočjo enega, polarno nameščenega bička. Njen 

metabolizem je fakultativno anaeroben, kar pomeni, da lahko ATP pridobiva tudi s 

fermentacijo. Taksonomsko spada v deblo Proteobacteria, razred Gammaproteales in red 

Vibrionales (Garrity in sod., 2004). Nahaja se v morski vodi in je pogost patogen številnih 

morskih organizmov, kot so ribe, morski psi, morski konjički, rakci in jastogi (Diggles, 

2000). Bolezenska stanja, ki lahko vodijo tudi v smrt organizma, povzročijo virulenčni 

dejavniki, katerih izražanje je pod kontrolo sistema za zaznavanje celične gostote (angl. 

quorum sensing). Da bakterije med seboj komunicirajo je bilo pokazano prav pri tej 

bakteriji (Bassler in sod., 1997). Tako regulirani procesi so poleg virulence še sinteza 

antibiotikov, tvorba biofilma, simbioza, gibljivost in biolumiscenca. Slednja je značilna za 

še enega predstavnika rodu Vibrio, V. fischeri, simbionta morskih organizmov kot je 

havajski ligenj (McFall-Ngai, 1994; Dunlap, 1999). Bioluminiscenca je rezultat oksidacije 

organske snovi z encimom luciferaza, pri čemer je sprosti prosta energija v obliki svetlobe 

(Showalter in Silverman, 1990). Poleg komunikacije med celicami iste vrste, je bakterija V. 

harveyi sposobna komunikacije tudi z drugimi vrstami, za katero naj bi bila odgovorna 

molekula AI-2 (Henke in Bassler, 2004). Ker bakterija V. harveyi ni patogena za človeka, 
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je tako postala pomemben modelni organizem za raziskovanje bakterijske medcelične 

komunikacije, bioluminiscence in virulence. 

 

2.5.3 Bakterija Escherichia coli 

 

Bakterija Escherichia coli je od odkritja v letu 1885 postala modelni organizem za mnoge 

procese, kot tudi biotehnološko orodje za pridobivanje spojin za zdravila (Lee, 1996). 

Razvrščena je v deblo Proteobacteria, razred Gammaproteobacteria in red 

Enterobacteriales (Garrity in sod., 2004). Spada med po Gramu negativne paličaste 

bakterije, ki ne morejo tvoriti spor. Metabolno je fakultativni anaerob, ki mu izjemno 

prilagodljivost na okolje omogočajo procesi horizontalnega prenosa genov transdukcija in 

konjugacija. Načeloma ima en, krožni kromosom, ki kodira približno 4000 genov (Reed, 

2005). Pogosto imajo sevi tudi enega ali več plazmidov. Bakterijo E. coli najdemo v 

spodnjih prebavilih človeka in drugih, toplokrvnih sesalcev. V človeškem debelem črevesu 

pomaga pri procesu prebave, razgradnji hrane, absorpciji hranil ter sintezi vitamina K 

(Bentley in Meganathan, 1982; Hudault in sod., 2001; Reid in sod., 2001). Čeprav je 

komenzalna bakterija, pa lahko povzroča tudi številne bolezni. Le-te so odvisne od 

posameznega seva in virulenčnih dejavnikov, ki jih sintetizira. Na podlagi serotipov so 

črevesne bakterije E. coli razdeljene v 6 kategorij, enterotoksigene E. coli (ETEC), 

enteropatogene E. coli (EPEC), enteroinvazivne E. coli (EIEC), enterohemoragične E. coli 

(EHEC), enteroadherentne agregativne E. coli (EAggEC) ter verotoksigene E. coli (VTEC) 

(Parry in Palmers, 2002). Omenjene bakterije lahko povzročajo črevesne in izvenčrevesne 

okužbe, med katerimi je verjetno najbolj pogosta infekcija urinarnega trakta. Poleg 

medicinskega pomena ima bakterija E. coli tudi biotehnološko vrednost zaradi enostavnega 

gojenja in manipuliranja genov (Lee, 1996). Zaradi nahajanja v črevesju človeka jo 

uporabljamo tudi kot indikator fekalne kontaminacije voda. 

 

2.5.4 Bakterija Bacillus subtilis 

 

Bakterija Bacillus subtilis taksonomsko spada v deblo Firmicutes, razred Bacilli in red 

Bacillales (Garrity in sod., 2004). To po Gramu pozitivno paličasto bakterijo najpogosteje 

najdemo v tleh. Stres in pomanjkanje hranil sta pogosta v takem okolju, zato imajo celice 

več mehanizmov za preživetje (Bandow in sod., 2002; Schaechter in sod., 2006). To so 

sporulacija, prevzem zunanje DNK ali kompetenca ter odziv na stres preko σ
B
 globalnega 

regulatorja. Spore so odporne na vročino, UV sevanje, vlago, sušenje, zaradi postopka 
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njihove tvorbe pa je bakterija B. subtilis postala modelni organizem za študij celičnega 

razvoja in diferenciacije. Gibljivost celic omogočajo pili, pri čemer največkrat opazimo 

»swarming«. Za to je pomembna tudi spojina surfaktin, ki zmanjšuje trenje med celicami 

in površino (Schaechter in sod., 2006). Sprva je veljalo, da je bakterija B. subtilis aerobna, 

vendar pa so pozneje ugotovili, da je sposobna proizvajati ATP v anaerobnih pogojih s 

fermentacijo butandiola in nitratno amonifikacijo. To se ujema s poročanjem, da se 

bakterija B. subtilis nahaja v prebavilih sesalcev (Hong in sod., 2009). V enem 

kromosomu, ki ga imajo celice, je veliko genov namenjeno metabolizmu in sintezi 

antibiotikov. Med slednjimi so polimiksin, dificidin, subtili in mikobacilin, zato se 

bakterija B. subtilis tudi biotehnološko uporablja (Stein, 2005). Še pomembnejšo 

biotehnološko vrednost pa ima sinteza encimov za razgradnjo polimerov – proteinov, 

škroba, pektina, celuloze (Morikawa, 2006). Nenazadnje lahko bakterijo B. subtilis 

uporabljamo tudi pri zaščiti rastlin, saj s tvorbo biofilmov preprečujejo okužbo z različnimi 

rastlinskimi patogeni. V zameno rastlina zagotovi hranila in s tem ekološko nišo (Bais in 

sod., 2004;  Holzinger in sod., 2011; Chen in sod., 2013).  
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3 MATERIAL IN METODE DELA 
 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 Kemikalije 

 

- 1,3,5-trifeniltetrazolijev formazan (TTF) Mw = 303,37 (Fluka, Švica) 

- 1,4-ditio-DL-treitol C4H10O2S2 (DTT) Mw = 154,25 (Fluka, Švica) 

- 2,3,5-trifeniltetrazolijev klorid (TTC) C19H15ClN4 Mw = 334,81 (Merck, Nemčija) 

- 2-propanol C3H8O Mw = 60,1 (Merck, Nemčija) 

- 96 % (V/V) etanol C2H5OH Mw = 46,07 (Merck, Nemčija) 

- aceton C3H6O Mw= 58,08 g/mol (Merck, Nemčija) 

- adenozin-5’-difosfat dinatrijeva sol (ADP) C10H13N5Na2O10P2 Mw = 471,17 (Fluka, 

Švica) 

- adenozin-5’-trifosfat dinatrijeva sol hidrat (ATP) C10H14N5Na2O13P3·H2O Mw = 

569,15 (Fluka, Švica) 

- agar-agar (Biolife, Italija) 

- agaroza (Sigma, ZDA) 

- amonijev klorid NH4Cl Mw = 53,49 (Merck, Nemčija) 

- brezvodni metanol CH3OH Mw = 32,04 (Merck, Nemčija) 

- cetil trimetil amonijev bromid (CTAB) CH3(CH2)15N(Br)(CH3)3 Mw = 364,45 

(Sigma, ZDA) 

- destilirana voda 

- D-fruktoza-6-fosfat dinatrijeva sol dihidrat C6H11Na2O9P·2H2O Mw = 340,1 (Fluka, 

Švica) 

- D-(+)-glukoza C6H12O6 Mw= 180,16 g/mol (Kemika, Hrvaška) 

- D-glukoza-6-fosfat natrijeva sol C6H12O9PNa Mw = 282,12 (Fluka, Švica) 

- dinatrijev hidrogen fosfat Na2HPO4 Mw = 141,96 (Merck, Nemčija) 

- DNS reagent (3,5-dinitrosalicilna kislina) 

- etilendiaminotetraocetna kislina dinatrijeva sol dihidrat (EDTA) 

C10H14N2O8Na2·2H2O Mw = 372,2 (Sigma, ZDA) 

- fosfoenolpiruvična kislina kalijeva sol (PEP-K) C3H4KO6P Mw = 206,13 (Fluka, 

Švica) 

- fosforna kislina H3PO4 Mw = 98,00 (Sigma, ZDA) 

- hidroksietil celuloza (HEC) (Ashland, ZDA) 

- kalcijev klorid dihidrat CaCl2·2H2O Mw = 147,02 (Sigma, ZDA) 
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- kalijev dihidrogen fosfat KH2PO4 Mw = 136,09 (Merck, Nemčija) 

- kalijev klorid KCl Mw = 74,55 (Merck, Nemčija) 

- klorovodikova kislina HCl Mw = 36,5 (Merck, Nemčija) 

- kvasni ekstrakt (Biolife, Italija) 

- led ocetna kislina CH3CO2H Mw = 60,05 (Sigma, ZDA) 

- magnezijev klorid heksahidrat MgCl2·6H2O Mw = 203,3 (Merck, Nemčija) 

- magnezijev sulfat heptahidrat MgSO4·7H2O Mw = 246,48 (Merck, Nemčija) 

- manganov sulfat hidrat MnSO4·H2O Mw = 169,01 (Kemika, Hrvaška) 

- metanol CH3OH Mw = 32,04 (Merck, Nemčija) 

- miliQ voda (deionizirana voda) 

- natrijev hidroksid NaOH Mw = 40 (Merck, Nemčija) 

- natrijev klorid NaCl Mw = 58,5 (Merck, Nemčija) 

- ninhidrin C9H6O4 Mw = 178,14 (Sigma, ZDA) 

- ocetna kislina CH3COOH Mw = 60,05 (Riedel-de Haën, Švedska) 

- ogljikov dioksid CO2 1 % (V/V) v N2 (Messer, Slovenija) 

- peptokompleks (Biolife, Italija) 

- reduciran β–nikotinamid adenin dinukleotid dinatrijeva sol hidrat (NADH) 

C21H27N7Na2O14P2·H2O Mw = 727,46 (Fluka, Švica) 

- toluen C6H5CH3 Mw = 92,14 (Sigma, ZDA) 

- tripton (Biolife, Italija) 

- trishidroksimetil-aminometan hidroklorid (Tris-HCl) C4H11NO3·HCl Mw = 157,6 

(Sigma, ZDA) 

- uranil acetat UO2(OCOCH3)2·2H2O Mw = 424,15 (Sigma, ZDA) 

- β-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat dinatrijeva sol (NADP) C21H26N7Na2O17P3 

Mw = 787,38 (Fluka, Švica) 

 

 

3.1.2 Encimi 

 

- aldolaza iz zajčje mišice M~161000 (Fluka, Švica) 

- glicerol-3-fosfat dehidrogenaza iz zajčje mišice M~78000 (Fluka, Švica) 

- L-laktat dehidrogenaza iz zajčje mišice M~140000 (Fluka, Švica) 

- triozafosfat izomeraza iz Saccharomyces cerevisiae (Sigma, ZDA) 
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3.1.3 Kompleti 

 

- Live/Dead BacLight Kit (Invitrogen, ZDA) 

- Komplet za izolacijo kromosomske DNK iz bakterijskih celic (Invitrogen, ZDA) 

 

3.1.4 Antibiotiki 

 

- Ampicilin (Sigma, ZDA) 

- Eritromicin (Sigma, ZDA) 

- Fleomicin (Sigma, ZDA) 

- Kanamicin (Sigma, ZDA) 

 

3.1.5 Sestava gojišč 

3.1.5.1 Gojišče M9 

Uporabljali smo tekoče gojišče M9 z naslednjo sestavo: 

- 200 mL 5x M9 soli (64 g Na2HPO4·2H2O, 15 g KH2PO4, 5 g NH4Cl, 150 g NaCl, 

1000 mL dH2O) 

- 2 mL 1M MgSO4·7H2O 

- 0,1 mL 1M CaCl2·2H2O 

- 20 mL 500 g/L glukoze (končna koncentracija glukoze v gojišču je 10 g/L) 

- 775 mL dH2O 

 

Za M9 gojišče z različnimi slanostmi smo dodali 5 g NaCl (za 0,5 % (w/V) NaCl) ali 100 g 

NaCl (za 10 % (w/V) NaCl). Za končno koncentracijo glukoze v gojišču 5 g/L smo dodali 

10 mL 500 g/L glukoze, za 2 g/L glukoze pa 4 mL 500 g/L glukoze. 

 

3.1.5.2 Gojišče PKS 

Uporabljali smo tekoče gojišče PKS z dodatkom 3 % NaCl. Sestava gojišča je: 

- 5 g peptokompleks 

- 1 g kvasni ekstrakt 

- 2 g MgCl2·6H2O 

- 30 g NaCl (za 3 % (w/V) NaCl v gojišču) 
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- do 1 L dH2O 

Za trdna gojišča PKS smo dodali 15 g agar-agar na 1 L gojišča. 

 

Za PKS gojišče z različnimi slanostmi smo dodali 5 g NaCl (za 0,5 % (w/V) NaCl) ali 100 

g NaCl (za 10 % (w/V) NaCl). 

 

3.1.5.3 Gojišče LB 

Uporabljali smo tekoče gojišče LB. Sestava gojišča je: 

- 10 g tripton  

- 5 g kvasni ekstrakt  

- 5 g NaCl 

- do 1 L dH2O 

Za trdna gojišča LB smo dodali 15 g agar-agar na 1 L gojišča. 

 

3.1.6 Bakterijski sevi in plazmidi 

 

- Vibrio ruber DSM 14379 (V. ruber) 

- Vibrio ruber B mut (V. ruber BM) 

- Vibrio ruber R mut (V. ruber RM) 

- Vibrio harveyi ATCC 1116 (BB120) (V. harveyi) 

- Escherichia coli K-12 MG1655 (E. coli) 

- Bacillus subtilis 216 (B. subtilis) 

- Bacillus sp. 

- pSC101 s fuzijo sulA-gfp 

 

 

3.2 METODE 

3.2.1 Spreminjanje viskoznosti rastnih medijev in meritve viskoznosti 

 

Viskoznost smo merili na reometru Physica MCR-301 (Anton Paar, Graz, Austria), ki meri 

viskoznost na podlagi vrtenja ene plošče proti drugi, med katerima je vzorec. Temperatura 

pri meritvi je bila 25 °C, razdalja med ploščama 0,25 mm. Približno 750 μL vzorca smo 

nanesli med obe plošči. Reološke krivulje v območju strižne hitrosti med 1 in 1000 s
-1

 smo 
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izmerili v 29 korakih izvedenih v razmaku 5 sekund. Če ni drugače povedano, so rezultati 

viskoznosti podani pri strižni hitrosti 1000 s
-1

.  

 

Da bi ugotovili kakšen vpliv ima izrabljeno gojišče bakterije V. ruber smo nacepili sev v 

M9 medij z 10 g/L glukoze in 1 % (w/V) HEC ter inkubirali 1 uro pri 28 °C in 200 rpm. 

Supernatant smo dobili s centrifugiranjem pri 9391 g za 10 min in ga potem inkubirali na 

sobni temperature ali 15 minut na 100 °C. Inkubacija na 100 °C je bila namenjena 

inaktivaciji morebitnih celulolitičnih encimov. Toplotno tretirani in netretirani vzorci so 

bili zmešani s sterilnim M9 medijem brez HEC v razmerju 1:1 (V/V). Viskoznost smo 

izmerili takoj po dodatku svežega medija in po 24 urah inkubacije na 28 °C. Kot kontrolo 

smo sterilnemu gojišču M9 z 10 g/L glukoze in 1 % (w/V) HEC dodali sterilno destilirano 

vodo v razmerju 1:1 (V/V).  

 

3.2.1.1 Fizikalno-kemijske lastnosti rastnega medija 

 

Koncentracijo raztopljenega kisika v tekočih mediji z in brez HEC smo izmerili z Oakton 

PCD 650 multimetrom (Oakton Instruments, Illinois, USA). Vodno aktivnost, aw, gojišč z 

različnimi koncentracijami HEC smo izmerili s CX-1 sistemom (Campbell Scientific Ltd) 

po navodilih proizvajalca. 

 

3.2.1.2 Celulolitična aktivnost bakterijskih sevov 

 

Celulolitično aktivnost sevov smo določili po metodi, ki jo je opisal Miller (1959). 

Bakterijske seve smo nacepili v M9 medij z ustrezno slanostjo in koncentracijo glukoze ter 

1 % (w/V) HEC. Hkrati smo nacepili tudi v enaka gojišča brez glukoze. Vzorce smo vzeli 

ob času inokulacije ter po 24 urah inkubacije na 28 °C in 200 rpm ter jim določili 

koncentracijo redukcijskih koncev. 1 mL vzorca smo centrifugirali ter supernatantu dodali 

1 mL DNS reagenta. Mešanico smo 15 minut inkubirali na 100 °C, jo ohladili v vodni 

kopeli ter izmerili absorbanco pri 485 nm. Hkrati z vzorci smo naredili tudi vzorce sterilnih 

gojišč in standarde z glukozo. Iz umeritvene krivulje smo nato določili kocnentracijo 

redukcijskih koncev, ki ponazarja celulolitično aktivnost sevov. Koncentracija redukcijskih 

sladkorjev smo podali v mM. 
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3.2.2 Gojenje bakterijskih sevov in določanje parametrov rasti 

 

Če ni povedano drugače, smo bakterijske seve najprej nacepili v bogato gojišče (PKS s 3 

% NaCl ali LB) in jih inkubirali preko noči ali najmanj 8 ur na ustrezni temperaturi in 200 

rpm. Potem smo 1 % inokulum precepili v ustrezno minimalno (M9) ali kompleksno (PKS, 

LB) gojišče in inkubirali na ustrezni temperaturi in 200 rpm. Za rastne krivulje smo prvih 

10 do 12 ur na vsako uro izmerili OD650 na fotometru (Photometer MA9510, Iskra, 

Slovenija), potem pa še po 24 urah rasti. Za določanje aktivnosti metabolizma smo gojili 

seve do pozne logaritemske faze. Ker so sevi različno hitro rasli, je bil čas inkubacije 

odvised od seva ter pogojev za rast. Za druge eksperimente je čas inkubacije podan pri 

ustreznem protokolu. Standardni pogoji za gojenje bakterijskih sevov so prikazani v 

preglednici 3. 

 

 
Preglednica 3: Običajni rastni pogoji proučevanih bakterijskih sevov. 

Table 3: Standard culturing conditions for tested bacterial strains. 

Bakterijski sev Temperatura 

(°C) 

Koncentracija 

glukoze (g/L) 

Slanost  

(% NaCl) 

Gojišče 

Vibrio ruber 28 10 3  PKS / M9 

Vibrio harveyi 28 5 3  PKS / M9 

Escherichia coli 37 2 0,5  LB / M9 

Bacillus subtilis 37 5 1,5  LB / M9 

 

Izmerjenim optičnim gostotam vzorcev smo prilegali krivuljo z enačbo (Danevčič in sod., 

2005) 
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kjer je K nosilnost okolja,  hitrost rasti (h
-1

) in 
0,650 tOD optična gostota pri 650 nm v času t 

= 0. 

Rast bakterijskih celic smo spremljali tudi z določanjem števila bakterijskih kolonij na mL 

vzorca (CFU mL
-1

). Fitnes bakterijskih celic smo izračunali kot naravni logaritem 

količnika med številom celic na koncu in številom celic na začetku inkubacije (Ahn in 

sod., 2006).  
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3.2.3 Velikost in običkanost celic 

 

Velikost celic smo določili pod mikroskopom s programom AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, 

Nemčija). Tip običkanosti smo določili s presevno elektronsko mikroskopijo (angl. 

transmission electron microscope (TEM)) na mikroskopu Philips CM100 (Philips 

Electronics N.V., Nizozemska). Bakterijske celice so bile negativno obarvane z 1 % (V/V) 

uranil acetatom.  

 

3.2.4 Metabolna aktivnost celic 

3.2.4.1 Merjenje mikrobne respiracije s plinsko kromatografijo 

 

Bakterijski sev smo gojili do pozne logaritemske faze rasti, celice v 5 mL kulture 

sedimentirali s centrifugiranjem na 14972 g za 15 minut na 4 °C in jih sprali v raztopini 

NaCl z ustrezno koncentracijo soli. Le-ta je bila takšna kot v gojišču. Oprane celice smo 

resuspendirali v 5 mL ustrezno slane raztopine in jih plinotesno zaprli v stekleničke. 

Razmerje med plinsko in vodno fazo je bilo 2:1 (V/V). Količino CO2 smo izmerili takoj po 

zaprtju stekleničke in po eni uri aerobne inkubacije na ustrezni temperaturi (Odić in sod., 

2007). Količino sproščenega CO2 smo merili na plinskem kromatografu z detektorjem za 

termalno prevodnost. Kontrolne vzorce so bile ustrezne raztopine NaCl. Število celic smo 

določili za vsak vzorec s štetjem CFU mL
-1

). Rezultate smo podali kot mL sproščenega 

CO2 na uro na celico (Odić in sod., 2007; Danevčič in Stopar, 2011; Danevčič, 2006). 

Relativna hitrost respiracije je bila normirana na hitrost respiracije pri najnižji viskoznosti 

(0,8 mPas). 

 

3.2.4.2 Spektrofotometrično določanje celokupne dehidrogenazne aktivnosti 

bakterijskih celic 

 

Za merjenje dehidrogenazne aktivnosti smo uporabljali redoks indikator trifeniltetrazolijev 

klorid (TTC), ki omogoča poenostavljeno merjenje dehidrogenazne aktivnosti (Danevčič, 

2006). TTC je lahko prejemnik elektronov za mnoge dehidrogenaze, ki ga reducirajo v 

netopni formazan (TTF). Kristali slednjega se kopičijo v aktivnih celicah, zato ga je 

potrebno ekstrahirati iz celic z organskimi topili (aceton, metanol) in meriti 
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spektrofotometrično. Pri redukciji TTC v TTF pride do spremembe barve iz rumene v 

vijolično.  

Bakterijski sev smo gojili do pozne logaritemske faze rasti, celice v 10 mL kulture smo 

sedimentirali s centrifugiranjem na 14972 g za 15 minut na 4 °C in jih sprali v 20 mM 

Tris-HCl pufru (pH 7,4) z ustrezno koncentracijo soli. Oprane celice smo resuspendirali v 

1 mL 20 mM Tris-HCl pufra z ustrezno koncentracijo soli in jim dodali 1 mL 1 % (w/V) 

TTC v 0,1 M Tris-HCl (pH 7,7), 50 µL 0,5 M KH2PO4 in 50 µL 1 M glukoze. TTC ni bil 

dodan v kontrolne vzorce. Vse vzorce smo inkubirali eno uro na ustrezni temperaturi s 

stresanjem pri 200 rpm. Nastali TTF smo z metanolom ekstrahirali iz celic 15 minut, ki 

smo jih sedimentirali s centrifugiranjem. Koncentracijo nastalega TTF smo določili 

spektrofotometrično pri valovni dolžini 485 nm. Količino proteinov v celicah smo določili 

z meritvijo proteinov na spektrofotometru Nanodrop (Thermo Fischer Scientific, ZDA) ali 

z Bradfordovim reagentom (Sigma, ZDA) po navodilih proizvajalca. Dehidrogenazna 

aktivnost smo podali kot μmol nastalega TTF na minuto na mg proteina. Relativna 

dehidrogenazna aktivnost je bila normirana na dehidrogenazno aktivnost izmerjeno pri 

najnižji viskoznosti (0,8 mPas).  

 

3.2.4.3 Aktivnost glikolitičnih encimov 

 

Bakterijski sev smo gojili do pozne logaritemske faze rasti, celice v 10 mL kulture 

sedimentirali s centrifugiranjem na 14972 g za 15 minut na 4 °C in jih sprali v raztopini 

NaCl z ustrezno koncentracijo soli. Celične ekstrakte smo pripravili po protokolu, ki ga 

navajata Danevčič in Stopar (2011). Celice smo 300-krat skoncentrirali in ultrazvočno 

sonicirali v 12 korakih po 30 sekund s 30 sekundami pavze. Amplituda ultrazvoka je bila 6 

μm, moč pa 3,5 W/cm
2
. S tem smo sprostili celične encime. Ekstrakte smo pridobili s 

centrifugiranjem pri 10397 g for 10 min in sobni temperaturi in jih shranili na -20 °C. 

Aktivnost encimov piruvat kinaza in glukoza-6-fosfat dehidrogenaza smo izmerili po 

protokolu Padilla in sod. (2004). Pri določanju aktivnosti piruvat kinaze je bil uporabljen 1 

mM NADH namesto 3 mM NADH kot je v originalnem protokolu. Fosfofruktokinazno 

aktivnost smo določili po protokolu Andersen in sod. (2001), pri čemer je bila končna 

koncentracija NADH 0,5 mM namesto 0,2 mM kot je v originalnem protokolu. Kinetiko 

vseh glikolitičnih encimov smo izmerili preko porabe ali sinteze NADH. Absorbanca 

NADH je bila izmerjena spektrofotometrično pri valovni dolžini 340 nm. Spremembe v 

A340 smo merili 20 minut v korakih po pol minute. Naklon linearnega dela kinetičnih 

krivulj predstavlja hitrost encimske reakcije. Koncentracijo proteinov smo določili na 
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spektrofotometru Nanodrop (Thermo Fischer Scientific, ZDA) ali z Bradfordovim 

reagentom (Sigma, ZDA) po navodilih proizvajalca. Rezultati encimskih aktivnosti smo 

preračunali po protokolu Danevčič in Stopar (2011) in so podani kot U na mg proteina. 

Relativne encimske aktivnosti so bile normalizirane na encimsko aktivnost pri najnižji 

viskoznosti (0,8 mPas).  

 

3.2.4.4 Koncentracija L-prolina 

 

Koncentracijo L-prolina v celicah bakterije V. ruber smo določili spektrofotometrično po 

protokolu Danevčič in Stopar (2011). 4 mL celic v določeni fazi rasti smo centrifugirali na 

14972 g 10 minut. Pelet smo resuspendirali v 1,7 mL 0.1 % (w/v) cetil trimetil amonijev 

bromid (CTAB) in vorteksirali 5 minut. Celice smo odstranili s centrifugiranjem pri 14972 

g 10 minut. 1 mL supernatanta smo zmešali z 1 mL led ocetne kisline in 1 mL sveže 

pripravljenega ninhidrinskega reagenta (1,25 g ninhidrin, 30 mL led ocetne kisline, in 

20 mL 6 M fosforne kisline). V kontrolne vzorce nismo dodali ninhidrina. Mešanice smo 

segrevali na 100 °C v pečici 1 h. Ko so se ohladili, smo dodali 2 mL toluena in vzorce 

stresali 10 minut na 200 rpm in 28 °C. Po 30 minutah stanja na sobni temperaturi, ko so se 

faze ločile, smo toluensko fazo v treh ponovitvah nanesli v mikrotitrske plošče in izmerili 

absorbanco pri valovni dolžini 520 nm. Absorbanco smo nato pretvorili v koncentracijo L-

prolina s pomočjo umeritvene krivulje standardov L-prolina v 0,1 % (w/v) CTAB. Za vsak 

vzorec smo določili tudi težo suhe mase, tako da smo 40 mL kulture centrifugirali, jo sprali 

v fiziološki raztopini, in posušili na 105 °C v pečici. Po 24 urah sušenja smo stehtali maso 

suhih celic. Rezultati so podani kot mg L-prolina na mg suhe mase celic.  

 

3.2.4.5 Sinteza EPS 

 

Bakterijo V. ruber smo gojili v gojišču M9 z 10 g/L glukoze in ustrezno koncentracijo 

HEC do pozne logaritemske faze rasti. 10 mL bakterijske kulture smo zmešali z 10 mL 

fosfatnega pufra (8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 na liter destilirane 

vode, pH 7). Mešanice smo prenesli v mikrocentrifugirke in jih sonicirali (5 sekund z 

amplitudo ultrazvoka 12 μm in močjo 3,5 W/cm
2
) da se je sprostil prosti EPS. Za izolacijo 

vezanega EPS smo dodali 1 M NaOH v končni koncentraciji 0,1 M (Li in sod., 2002), 

kratko vorteksirali in inkubirali 5 minut na sobni temperaturi. Vzorce smo nato hitro 

vorteksirali in inkubirali 5 minut na ledu preden smo dodali hladen 1 M HCl do končne 
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koncentracije 0,2 M. pH vzorcev je bil 1,7, kar je preprečilo precipitacijo HEC in soli v 

mediju. Vzorce smo nato centrifugirali na 10397 g 15 minut na 4 °C da smo odstranili 

celice. Alikvot supernatanta smo prenesli v trikratni volumen hladnega 96 % etanola 

(D’Abzac in sod., 2010) in inkubirali 20 ur na 4 °C, da se je EPS precipitiral. Precipitirani 

EPS smo ločili s centrifugiranjem na 10397 g 10 min pri 4 °C in ga raztopili v 10-kratnem 

volumnu destilirane vode. EPS smo nato še enkrat precipitirali, preden smo ga posušili na 

105 °C. Posušeni EPS smo stehtali, da smo določili količino nastalega EPS na celico. Med 

ekstrakcijo se HEC ni precipitiral. Število celic smo določili s številom CFU na mL.  

 

3.2.5 Sekundarni metabolizem bakterije Vibrio ruber 

3.2.5.1 Karakterizacija prodigiozinu podobnega pigmenta 

 

Pigment, ki ga proizvaja bakterija V. ruber, smo ekstrahirali z metanolom iz bakterijske 

kulture gojene do stacionarne faze v gojišču M9 z 5 g/L glukoze. Metanol smo odstranili z 

rotavaporjem. Vzorci so bili nato obdelani po protokolu, ki ga je opisala Alihosseini s 

sodelavci (2008). Hidrofilne kontaminacije so bile odstranjene z ekstrakcijo v mešanici 

klofororma in vode, organska faza pa je bila skoncentrirana z rotavaporjem. Posušeni 

ekstrakt smo čistili s gelsko kromatografijo (20 cm × 20 cm; silika gel 60; Merck, 

Nemčija) in visokotlačno tekočinsko kromatografijo, kot je opisala Alihosseini s sodelavci 

(2008). Identifikacija prodigiozina je bila izvedena s tekočinsko kromatografijo povezano z 

masnim spektrometro (LC–MS). LC-MS analiza je potekala s kromatografijo na reverzni 

fazi, pri čemer je bil sistem topil mešanica acetonitrila in metanola (1:1 (V/V)) kot topilo B 

in 13 mM amonijev acetat (pH 5,5) kot topilo A. Pretok je bil 0,3 mL/min pri 40 °C, 

kolona pa Acquity UPLC BEH C18 (150 mm × 2,1 mm, velikost delcev 1,7 μm). Po pol 

minute izokratskega pretoka pri 15 % topila B, se je gradient do 100 % koncentracije topila 

B končal v 20 minutah. HPLC je bil neposredno zvezan z masnim spektrometrom 

(Finnigan LTQ, Thermo Electron Co., ZDA). Pritisk dušikovega plina je bil 7 bar pri 

pretoku 2–3 L/min, napetost pa 5 kV. Temperatura kapilare je bila 350 °C.  

 

3.2.5.2 Dinamika sinteze prodigiozina 

 

Za določanje dinamike sinteze prodigiozina smo v rednih časovnih intervalih iz kulture V. 

ruber, ki je rasla v ustreznem gojišču na 28 °C, odvzeli 1,5 mL in centrifugirali na 10397 g 
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10 minut. Supernatant smo odstranili in celice resuspendirali v enakem volumnu acetona. 

Mešanice smo nato inkubirali 90 minut s stresanjem na 200 rpm in jih potem centrifugirali 

15 minut na 10397 g. Vsakemu vzorcu smo izmerili absorpcijski spekter v območju 380 do 

600 nm na spektrofotometru (Thermo Electron Company, Vantaa, Finland), in na podlagi 

umeritvene krivulje določili koncentracijo pigmenta. HEC ni imel vpliva na ekstrakcijo 

pigmenta. To je bilo preverjeno tako, da smo celice najprej resuspendirali v vodnih 

raztopinah z različnimi koncentracijami HEC, vorteksirali in nato po centrifugiranju 

izvedli ekstrakcijo acetonu. Koncentraciji pigmenta v času smo v programu Origin 7.5 

(OriginLab Corp., ZDA) nalegali Boltzmannovo enačbo (R
2
 za vse fite je bil višji od 

0,997). Uporabljena Boltzmannova enačba je bila: 
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pri čemer A1 predstavlja začetno koncentracije pigmenta, A2 končno vrednost koncentracije 

pigmenta, x čas, dx časovno konstanto, x0 pa središče funkcije. 

 

Dobljene rezultate smo s programom Origin 7.5 odvajali po času in jim nalegali Gaussovo 

porazdelitev (R
2
 za vse fite je bil višji od 0,998). Uporabljena Gaussova porazdelitvena 

funkcija je bila: 
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pri čemer y0 predstavlja začetno vrednost, Xc središče funkcije, A površino pod krivuljo, W 

pa širino krivulje. 

 

Dva parametra Gaussove porazdelitve smo uporabili za opis dinamike sinteze pigmenta – 

širina porazdelitve (W) predstavlja trajanje intenzivne sinteze pigmenta, medtem ko čas 

(Xc), pri katerem ima porazdelitev vrh, predstavlja čas, ko je sinteza pigmenta maksimalna. 

Kot čas indukcije sinteze pigmenta smo vzeli čas, pri katerem je bila vrednost prvega 

odvoda višja od 0,3. 

 

Za določanje spektra pigmenta, smo bakterijo V. ruber gojili v PKS s 3 % NaCl do 

stacionarne faze rasti in iz celic ekstrahirali pigment z metanolom. Absorpcijski spekter 

smo izmerili v UV Star Plates (Greiner Bio One, Nemčija) v območju valovnih dolžin od 

240 do 600 nm. Izmerili smo tudi spekter ekstrakta iz bakterije V. ruber BM. 
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3.2.5.3 Vpliv L-prolina, L-metionina in ATP na dinamiko sinteze prodigiozina 

 

Vpliv eksogeno dodanega L-prolina, L-metionina in ATP na dinamiko sinteze prodigiozina 

smo preverjali v gojišču M9 z 1 % (w/V) HEC (viskoznost 29,4 mPas). Prekonočno 

kulturo V. ruber smo 100-krat redčili v svežem M9 gojišču in inkubirali na 28 °C in 200 

rpm. Po 5,5 urah rasti smo dodali 10 mM L-prolin, 2 mM L-metionin, in 10 µM ATP. V 

teh koncentracijah le-ti ne vplivajo na bakterijsko rast. Testirali smo tudi hkraten dodatek 

L-prolina in L-metionina. Dinamiko sinteze pigmenta smo določili kot je opisano zgoraj.  

 

3.2.5.4 Fitnes prezgodaj pigmentiranih celic 

 

Bakteriji V. ruber smo predčasno inducirali pigmentiranost z dodatkom 10 mM L-prolina 

in 2 mM L-metionina po 5,5 urah rasti. Po dodatnih 90 minutah inkubacije so samo celice 

z dodanimi aminokislinami začele sintetizirati pigment. V teh točkah smo celice 

sedimentirali s centrifugiranjem, jih dvakrat oprali v fiziološki raztopini in inokulirali v 

sveže M9 gojišče z 1 % HEC. Število celic smo določili ob re-inokulaciji ter po 14 urah 

inkubacije na 28 °C in 200 rpm. Maltuzijski fitnes smo izračunali kot naravni logaritem 

razmerja med končnim in začetnim številom celic (Ahn in sod., 2006). 

 

3.2.6 Medcelična komunikacija 

 

Količino komunikacijskih signalov smo doličili preko pigmentiranosti seva V. ruber RM, 

ki ima okvarjeno sintezo pigmenta, vendar pa le-to začne, če se doda izrabljeno gojišče 

divjega tipa bakterije V. ruber (WT). Mutanta se ne pigmentira, če ji dodamo L-prolin, L-

metionin ali ATP. Prekonočno kulturo V. ruber WT smo 100-krat razredčili v svežem M9 

gojišču z ustrezno viskoznostjo in jo inkubirali 5,5 ali 16 ur na 28 °C in 200 rpm. Celice 

smo odstranili s centrifugiranjem na 10397 g 15 min pri 4 °C. Supernatant s signalnimi 

molekulami so filtrirali skozi filtre z velikostjo por 0,2 µm (Millipore, ZDA) in ga dodali 

svežemu PKS gojišču s 3 % (w/V) NaCl v razmerju 1:1 (V:V). V tak medij smo nacepili V. 

ruber RM in inkubirali 16 ur na 28 °C in 200 rpm. Koncentracijo nastalega prodigiozina 

smo določili, kot je opisano zgoraj. Ker bi se lahko signalne molekule vezale na HEC 

(Piletska in sod., 2010; Decho in sod., 2011) in bi se zato izgubile med filtriranjem, smo 
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naredili kontrolne eksperimente, v katerih smo izrabljenemu gojišču seva V. ruber WT 

dodali PKS z HEC v končni koncentraciji 0, 0,5 in 1 % (w/V). Po 16 urah inkubacije na 28 

°C in 200 rpm for 16 h, smo mešanice filtrirali in vanje nacepili sev V. ruber RM. 

Pigmentacijski odziv mutante smo določili kot je opisano zgoraj. Le pri najvišji 

koncentraciji HEC se je odziv poročevalskega seva znižal in je bil glede na najnižjo 

viskoznost 73,0 ± 18,0 %. Ta podatek smo uporabili za popravek določene kocnentracije 

signalnih molekul pri najvišji viskoznosti. Koncentracija signalnih molekul  pri posamezni 

viskoznosti je bila predstavljena kot razmerje med nastalim prodigiozinom v 

poročevalskem sevu pri posazmezni viskoznosti in nastalim prodigiozinom pri najnižji 

viskoznosti.  

 

 

3.2.7 Odpornost proti UV sevanju 

 

10 mL kulture bakterije V. ruber WT v različnih fazah rasti smo prenesli v sterilne 

petrijevke in izpostavili UV sevanju z UVC žarnico (JuGuang, China). Različne doze 

sevanja (54 J/m
2
, 162 J/m

2
, 324 J/m

2
) smo dosegli z različno dolgimi časi izpostavljanja 

(10, 30 in 60 sekund). Med obsevanjem smo kulturo mešali, da je bila kultura homogeno 

izpostavljena. Po obsevanju smo 1 mL kulture dodali 1 mL svežega PKS gojišča z 3 % 

NaCl, jih inkubirali 1 uro na 28 °C in 200 rpm ter določili število celic s CFU mL
-1

. 

Neobsevane kulture smo uporabili za določanje števila celic pred obsevanjem. Vse vzorce 

smo mikroskopirali, da bi opazovali spremembe v morfologiji, ki bi kazale na možnost 

tvorbe živih, vendar neaktivnih celic (angl. viable but not culturable (VBNC)). Morfologija 

obsevanih kot tudi kontrolnih vzorcev je bila enaka, zato je bilo določanje CFU primerna 

metoda za določanje števila celic. Enake ekspeirmente smo izvedli tudi za bakterijo V. 

ruber BM. 

 

Za primerjavo preživetja UV sevanja v različnih fazah rasti smo izračunali Maltuzijski 

fitnes (Ahn in sod., 2006). Poleg tega smo krivuljam preživetja (Moeller in sod., 2005) 

(razmerje med številom perživelih celic in številom celic na začetku eksperimenta pri 

določeni dozi sevanja) določili karakteristične parametre F10 in IC (Bauermeister in sod., 

2009; Moeller in sod., 2005). F10 parameter je definiran kot doza UV sevanja potrebna za 

inaktivacijo 90 % začetne populacije. Določen je bil neposredno iz krivulj preživetja. IK je 

inakcivacijska konstanta, ki smo jo določili iz naklona krivulje preživetja. 
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Da bi preverili vpliv eksogeno dodanega prodigiozina na preživetje bakterije V. ruber NP, 

smo le-to gojili 8 ur v PKS gojišču z 3 % NaCl in ob času inokulacije dodali 2,8; 13,7 ali 

41,1 mg/L ekstrakta pigmenta iz bakterije V. ruber. Kot kontrolo smo dodali enako 

količino etanola. Po osmih urah rasti smo določili fitnes seva V. ruber BM ter izmerili 

koncentracijo prevzetega pigmenta. Dodatek etanola ni vplival na rast in UV odpornost 

nepigmentirane mutante.  

 

Določili smo še preživetje sevov v kokulturah z bakterijo V. ruber, pri čemer je bil enkrat 

partner V. ruber NP, drugič pa V. harveyi ATCC 1116. Sevi so bili ločeno gojeni v PKS 

gojišču s 3 % NaCl na 28 °C. Kokulture smo nacepili v razmerju 1:1, tako da je bil končni 

inokulum 1 % (V/V). Kokulture smo inkubirali 8 ur na 28 °C in 200 rpm. Obsevanje z UV, 

kvantifikacija pigmenta in Maltuzijski fitnes so bili določeni kot je opisano zgoraj. 

Relativna zastopanost posameznega seva je bila izračunana kot razmerje med številom 

celic enega seva in številom vseh celic.  

 

3.2.7.1 Vpliv viskoznosti na odpornost proti UV sevanju 

 

Bakterijo V. ruber smo gojili v gojišču PKS s 3 % NaCl preko noči na 28 °C. Prekonočno 

kulturo smo 100-krat razredčili v svežem gojišču PKS s 3 % NaCl brez in z dodanim HEC 

v koncentraciji 0,5 in 1 % HEC. Celice smo izpostavili različnim dozam UV sevanja kot je 

opisano zgoraj in določili število celic, na podlagi katerega smo izračunali fitnes. Enake 

eksperimente smo ponovili tudi za nepigmentirano mutanto bakterije V. ruber (BM) ter za 

kokulturo obeh sevov kot je opisano zgoraj. 

 

3.2.8 Kokulture 

3.2.8.1 Gojenje kokultur 

 

Bakterijske seve V. harveyi ATCC BAA-1116, E. coli MG1655, B. subtilis 216 in Bacillus 

sp. smo gojili v kokulturah z V. ruber ali z V. ruber NP. Seve smo ločeno gojili v PKS 

gojišču s 3 % NaCl ali LB (za E. coli in B. subtilis) preko noči na 28 °C in 200 rpm. 

Kokulture smo nacepili v razmerju V. ruber : bakterijski sev 1:2 (V/V) ali 1:3 (V/V) za 

kokulture z bakterijama iz rodu Bacillus. Število celic (CFU) smo določili na začetku in 

koncu 20 urne inkubacije na 28 °C in 200 rpm. CFU smo določali na PKE ploščah brez 
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NaCl (za E. coli, B. subtilis in Bacillus sp.) ter na PKS ploščah s 3 % NaCl (za vse seve). 

Bakteriji V. ruber BM in V. harveyi smo ločili z gojenjem na PKS ploščah z 8 % NaCl, na 

katerih bakterija V. harveyi ne raste. Maltuzijski fitnes sevov smo izračunali na podlagi 

števila celic (Ahn in sod, 2006). Koncentracijo prodigiozina smo določili kot je opisano 

zgoraj. 

 

3.2.8.2 Vrednosti MIK, MIK50 in MBK 

 

MIK vrednosti smo določili v mikrotitrskih ploščah po standardih CLSI (CLSI, 2009). 

Bakterijske seve smo gojili v LB ali PKS mediju preko noči na 37 °C in 200 rpm. 

Prekonočne kulture smo redčili v fiziološki raztopini tako, da je bilo približno število celic 

v posamezni jamici mikrotitrske plošče 5 x 10
5
. Plošče smo inkubirali na ustrezni 

temperaturi 20 ur in izmerili optično gostoto. Najnižjo kocnentracijo prodigiozina v jamici, 

v kateri ni bilo rasti, smo vzeli kot minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK). Vzorci iz 

vseh jamic, v katerih ni bilo rasti, so bili nacepljeni na PKS plošče, ki smo jih inkubirali na 

ustrezni temperaturi 24 ur. Najnižja koncentracija prodigiozina, pri kateri ni bilo 

bakterijske rasti, predstavlja minimalno baktericidno koncentracijo (MBK). MIC50 je 

koncentracija prodigiozina, ki inhibira rast bakterijskega seva tako, da je njegov OD650 

enak 50 % vrednosti OD650 istega seva, ki ni bil tretiran s pigmentom (Štraser, 2008). 

 

3.2.9 Mehanizem protibakterijskega delovanja prodigiozina 

3.2.9.1 Tretiranje bakterije E. coli z ekstraktom prodigiozina 

 

E. coli smo gojili v LB mediju preko noči na 37 °C in 200 rpm. Prekonočne kulture smo 

100-krat razredčili v 20 mL svežega LB medija in inkubirali na 37 °C pri 200 rpm. Optično 

gostoto smo merili v rednih časovnih intervalih. Ko so kulture dosegle optično gostoto med 

0,4 in 0,5, smo celicam dodali 10, 60 ali 120 µg/mL prodigiozina. Kot kontrolo smo dodali 

enako količino sterilnega 96 % etanola. Maksimalna končna koncentracija etanola v 

kontrolah je bila 4,44 %. Optično gostoto smo merili naprej in določili CFU v točki pred 

tretiranjem s pigmentom in 1, 3, 5 oziroma 21,5 ur po tretiranju. Na podlagi števila celic 

smo izračunali Maltuzijski fitnes (Ahn in sod., 2006). 
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3.2.9.2 Prevzem prodigiozina 

 

Sposobnost prevzema prodigiozina smo preverili v nativnih in avtoklaviranih celicah 

bakterije E. coli. Celice smo gojili v LB mediju pri 37 °C preko noči in jih 100-krat 

razredčili v 20 mL svežega LB medija. Ko so celice dosegle OD med 0,4 in 0,5, smo 

kulturo centrifugirali 10 min pri 10000 rpm in oprali v fiziološki raztopini. Suspenzijo smo 

razdelili na dva dela, pri čemer smo enega avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Po tem, smo 

celice znova oprali in jim dodali 120 µg/mL prodigiozina in jih inkubirali na 37 °C. Po 5 

urah smo iz celic ekstrahirali pigment in ga kvantificirali kot je opisano v referencah 

(Starič in sod., 2010; Borić in sod., 2011). Kot kontrolo smo uporabili tretma z etanolom. 

 

3.2.9.3 Morfologija in intaktnost membrane s prodigiozinom tretiranih bakterijskih 

celic 

 

Bakterijo E. coli smo gojili v LB mediju kot je opisano zgoraj in celice tretirali s 

prodigiozinom pri optični gostoti med 0,4 in 0,5. Morfologijo celic smo preverili na 

invertnim mikroskopom Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Nemčija) v časovnih točkah 0,5, 1, 

3, 5 in 21,5 ur po tretmaju. Velikost celic smo izmerili s programom AxioVision. Preverili 

smo tudi viabilnost celic tretiranih s pigmentom ali etanolom, tako, da smo jih barvali z 

Live/Dead BacLight bakterijskim testom (Invitrogen, USA) po navodilih proizvajalca. 

Mikroskopski preparat smo pogledali na mikroskopu Axio Observer Z1 s fluorescenčnimi 

filtri za barvili propidijev iodid in SYTO 9, ki sta uporabljena v BacLight testu. 

 

3.2.9.4 Izolacija in tretiranje kromosomalne DNK s prodigiozinom 

 

Kromosomsko DNK smo izolirali s kompletom za izolacijo kromosomske DNK (Promega, 

USA) iz netretiranih in s prodigiozinom ali etanolom tretiranih E. coli celic. Gelsko 

elektroforezo smo izvajali v 0,8 % agaroznem gelu na 75 V za 1 h. Dodatno smo 

kromosomalno DNK iz netretiranih E. coli celic tretirali s 60 in 120 ug/mL prodigiozina za 

30 min in jo potem naložili na 0,8 % agarozni gel. Elektroforezo smo izvedli kot je opisano 

zgoraj. Gele smo barvali z etidijevim bromidom in jih slikali pod UV svetlobo.  
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3.2.9.5 Priprava seva s fuzijo sulA-gfp in indukcija SOS odziva  

 

Kompetentne celice bakterije E. coli smo pripravili in transformirali s plazmidno DNK, ki 

vsebuje promotor gena sulA spojen s genom gfp po protokolu (Sambrook in Russel, 2001). 

Transformante smo izolirali na LB agarju z dodanim 50 µg/mL kanamicinom. Izbrani sev 

smo tretirali z različnimi koncentracijami prodigiozina in etanola (10, 60 in 120 µg/mL). 

Pozitivno kontrolo za indukcijo SOS odziva je bila izpostavljenost UV sevanju za 30 

sekund. Po 30 minutah inkubacije na 37 °C, smo preverili fluorescenco sevov pod 

mikroskopom Axio Observer Z1 in fluorescenčnim filtrom za GFP.  

 

3.2.9.6 Metabolna aktivnost s prodigiozinom tretiranih celic 

 

E. coli MG1655 smo gojili do stacionarne faze rasti v LB mediju pri 37°C in 200 rpm. 

Kulturo smo 100-krat razredčili v 25 mL svežega LB medija in plinotesno zaprli v 

penicilinke. Količino nastalega CO2 smo izmerili na plinskem kromatografu v rednih 

časovnih intervalih (Odić in sod, 2007; Ivančič in sod., 2009; Danevčič in Stopar, 2011). 

Celice smo tretirali s prodigiozinom ali etanolom po 2,5 urah in nadaljevali z merjenjem 

količine CO2.  Respiratorno aktivnost smo izrazili kot mL nastalega CO2. 

 

3.2.9.7 Občutljivost na tretiranje z antibiotiki 

 

Občutljivost bakterije E. coli MG1655 na izbrane antibiotike smo določili preko preživetja 

celic (Dorr in sod., 2009) po tretmaju z 5 μg/mL fleomicina (Phl), 100 μg/mL eritromicina 

(Ery), 100 μg/mL kanamicina (Kn) in 100 μg/mL ampicilina (Amp). Omenjeni antibiotiki 

poškodujejo DNK (Phl), inhibirajo sintezo proteinov (Ery in Kn) ter inhibirajo sintezo 

celične stene (Amp). Prekonočne kulture smo 100-krat razredčili v 100 mL svežega LB 

medija in inkubirali 2,5 ur pri 37 °C in 200 rpm. Ko so kulture dosegle optično gostoto 

med 0,4 in 0,5, smo jih tretirali z 120 μg/mL prodigiozina, enako količino etanola ali 

sterilne destilirane vode in dalje inkubirali na 37 °C s stresanjem. Alikvote po 5 mL smo 

prenesli v sterilne epruvete, in jim dodali sterilno destilirano vodo ali antibiotik. Epruvete 

smo inkubirali 3 ure na 37 °C in 200 rpm.  Število celic (CFU) smo določili pred 

tretmajem z antibiotiki in 3 ure po inkubaciji z antibiotiki. Preživetje je podano kot 

odstotek preživelih celic (razmerje celic po in pred inkubacijo z antibiotiki pomnoženo s 

100). 
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3.2.10 Statistična obdelava rezultatov  

 

Vse rezultate smo statistično analizirali s Studentovim t testom za dva neodvisna vzorca. 

Vzorci s p-vrednostjo enako ali nižjo od 0,05 so bili statistično različni.  
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4 REZULTATI 
 

4.1 SPREMINJANJE VISKOZNOSTI RASTNEGA MEDIJA IN FIZIKALNO-

KEMIJSKE ZNAČILNOSTI LE-TEGA 

 

Za spreminjanje viskoznosti gojišč smo uporabljali polimer hidroksietil celuloza (HEC), ki 

smo ga dodajali v petih različnih koncentracijah. Polimer smo izbrali na podlagi 

preliminarnih rezultatov, ki so pokazali, da bakterija V. ruber ne more uporabljati HEC kot 

edini vir ogljika v gojišču (Priloga A). Kot je razvidno iz Preglednice 4, dodatek HEC 

spremeni viskoznost gojišča. Ker bi lahko prisotnost polimera poleg reoloških značilnosti 

spremenila tudi druge fizikalno-kemijske parametre, smo nekatere najpomembnejše za rast 

bakterij določili. V uporabljenem koncentracijskem območju HEC ni bistveno spremenil 

pH vrednosti gojišč, vodno aktivnost kot tudi koncentracijo raztopljenega kisika 

(Preglednica 4). Zato smo predpostavili, da prisotnost polimera HEC spremeni le reološke 

značilnosti gojišč. Ker statistično značilnih razlik v fizikalno-kemijskih parametrih med 

minimalnim M9 in kompleksnim PKS gojiščem nismo izmerili, so rezultati v preglednici 4 

podani le za gojišče M9 z 10 g/L glukoze. 

 

 
Preglednica 4: Fizikalno-kemijske značilnosti gojišč z dodano hidroksietil celulozo (HEC). Rezultati so 

prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 5). 

Table 4: Physico-chemical characteristics of growth media with added hydroxyethyl cellulose (HEC). 

Results are shown as averages and standard deviations (n = 5). 

Koncentracija 

HEC (%) 

Viskoznost 

(mPas) 

pH  Vodna 

aktivnost  

Koncentracija 

O2 (mg/L) 

0 0,8 ± 0,1 6,9 ± 0,1 0,99 ± 0,03 5,4 ± 0,1 

0,1 1,3 ± 0,1 6,9 ± 0,1 0,99 ± 0,03 5,3 ± 0,1 

0,25 2,4 ± 0,1 6,9 ± 0,1 0,99 ± 0,03 5,3 ± 0,2 

0,5 8,0 ± 1,0 6,9 ± 0,1 0,99 ± 0,03 5,3 ± 0,1 

1 29,4 ± 2,6 6,9 ± 0,1 0,99 ± 0,03 5,2 ± 0,1 

 

 

 

 

 

 

 



Borić M. Vpliv viskoznosti medija na ekofiziologijo bakterije Vibrio ruber.                                        50 

     Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2013 

 

 

4.2 VPLIV VISKOZNOSTI MEDIJA NA FIZIOLOGIJO BAKTERIJE VIBRIO RUBER 

 

4.2.1 Viskoznost kot samostojen dejavnik okolja 

Na podlagi literature (Sauer in sod., 2002; Anderl in sod., 2003; Walters in sod., 2003; 

Borriello in sod., 2004; Resch in sod., 2005; Resch in sod., 2006; Folsom in sod., 2010; 

Kapetanakou in sod., 2011) smo predpostavili, da viskoznost vpliva na fiziologijo bakterije 

V. ruber tako, da 

- se hitrost rasti zniža pri višjih viskoznostih, 

- je sinteza prodigiozina in EPS zmanjšana, 

- se z višanjem viskoznosti povečuje intenzivnost metabolizma, 

kar smo eksperimentalno preverili. 

 

4.2.1.1 Rast, spremembe viskoznosti in sinteza EPS 

 

Bakterijo V. ruber smo gojili v minimalnem M9 gojišču ter spremljali rast. Po 24 urah rasti 

smo izmerili viskoznost kultur in jo primerjali z viskoznostjo sterilnih gojišč. Hitrost rasti 

bakterije V. ruber je bila približno enaka pri vseh viskoznostih gojišča M9, medtem ko se 

je viskoznost kultur dramatično zmanjšala, ko je viskoznost začetnih gojišč presegla 2,4 

mPas (Slika 7). Do te meje je bakterija V. ruber povzročila majhno, a signifikantno 

zvišanje viskoznosti (p-vrednosti 0,010 in 0,003). Reološke krivulje pri vseh testiranih 

strižnih hitrostih so prikazane na sliki 8. 
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Slika 7: Spremembe viskoznosti M9 medija pred (črtkana črta) in po inkubaciji z bakterijo V. ruber 

(prazni simboli). Viskoznost je bila izmerjena po 24 urah inkubacije. Polni simboli predstavljajo hitrost rasti 

bakterije V. ruber. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n ≥ 3). 

Figure 7: Changes of viscosity of the M9 medium supplemented with HEC incubated with V. ruber 

(open symbols) and without V. ruber (dashed line). Viscosities were measured at the beginning and at the 

end of the incubation. Filled symbols represent the growth rate of V. ruber. The values presented are means 

and standard deviations (n ≥ 3). 
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Slika 8: Reologija kultur bakterije V. ruber po 24 urah rasti v M9 z 0 % (A), 0,1 % (B), 0,25 % (C), 0,5 

% (D) in 1 % (E) skupaj reologijo pripadajočih sterilnih gojišč (polna črta). Grafa D in E imata 

drugačno y-os. 

Figure 8: Rheology of V. ruber cultures grown for 24 hours (dotted line) in M9 (A), M9 with 0,1 % HEC 

(B), M9 with 0,25 % HEC (C), M9 with 0,5 % HEC (D), and M9 with 1 % HEC (E) together with the 

respective sterile media (solid line). It should be noted that the y-axis in panels D and E have different 

values,  i.e 0 - 20 and 0 - 100 mPas, respectively. 

 

Sprememba viskoznosti med rastjo bi lahko bila posledica encimske razgradnje HEC, saj 

so bakterije iz rodu Vibrio poznane po sintezi in izločanju encimov za razgradnjo 

polimerov (Keyhani in Roseman, 1999; Kim in sod., 1999; Gao in sod., 2011). Morebitno 

encimsko razgradnjo smo preverjali v gojišču M9 z in brez dodane glukoze ter z 1 % HEC. 

Rezultati (Slika 9) kažejo, da bakterija V. ruber ne razgradi HEC, saj ne pride do statistično 

signifikantne spremembe v koncentraciji redukcijskih koncev (p-vrednost = 0,21), ki 

odražajo stopnjo degradiranosti polimerov. V primeru bakterijske rasti z dodano glukozo 

pride do padca koncentracije redukcijskih koncev, iz česar lahko sklepamo, da se je vsa 
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glukoza porabila v 24 urah bakterijske rasti, vendar pa ni prišlo do razgradnje HEC, saj je 

končna koncentracija redukcijskih sladkorjev enaka kot v gojišču, v katerem je prisotna le 

hidroksietil celuloza (Slika 9). Odsotnost sprememb koncentracije redukcijskih koncev v 

gojišču M9 z 1 % HEC in brez glukoze kaže, da encimska razgradnja HEC v teh pogojih 

ne poteče. 
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Slika 9: Koncentracija redukcijskih koncev v gojišču M9 z 1 % HEC brez (črni kvadratki) in z 10 g/L 

glukozo (beli kvadratki) brez, na začetku in na koncu inkubacije z bakterijo V. ruber. Rezultati so 

prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 4). 

Figure 9: Reducing sugar concentration in M9 medium with 1 % HEC (black squares) and 10 g/L 

glucose (white squares) without, in the beginning and in the end of incubation with V. ruber. Results are 

shown as averages and standard deviations (n = 4). 

 

Na reologijo polimerov lahko vplivajo tudi druge majhne molekule kot so monosaharidi  

(Parker in sod., 1996; Mazurkiewitz in sod., 2001; Chen in Stewart, 2002; Tang in sod., 

2005), pa tudi kompleksni zunajcelični polimeri, ki jih proizvajajo bakterije. Zato smo 

preverili koliko zunajceličnega materiala (EPS) je bakterija V. ruber proizvedla pri danih 

pogojih (Slika 10). Pri viskoznostih višjih od 0,8 mPas je bakterija proizvedla več 

zunajceličnih polimerov, največ pri 2,4 in 8,0 mPas. Ker se pri teh dveh viskoznostih, kljub 

enaki koncentraciji nastalega EPS, reologija bakterijskih kultur bistveno razlikuje (Slika 8), 
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ne moremo trditi, da sinteza in izločanje zunajceličnih polimerov bistveno vpliva na 

viskoznost gojišč oziroma bakterijskih kultur.  

 

Slika 10: Količina EPS, ki ga je sintetizirala bakterija V. ruber do pozne eksponentne faze rasti pri 

različnih viskoznostih. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 10: Amount of EPS produced by V. ruber grown at different viscosities to the late exponential 

growth phase. The values presented are means and standard deviations (n = 3).  

 

Poleg hitrosti rasti bakterije V. ruber pri različnih viskoznostih gojišča M9 smo preverili 

tudi nosilnost okolja, število in morfologijo celic ter porabo kisika (Preglednica 5). 

Podobno kot pri hitrosti rasti, tudi v nosilnosti okolja (maksimalni optični gostoti, ki jo 

bakterija v danih pogojih lahko doseže), statistično signifikantnih razlik ni. Kljub temu se 

je število celic po 24 urah rasti postopoma zniževalo z višanjem viskoznosti gojišča. 

Čeprav bi lahko viskoznost medija vplivala tako na velikost celic kot tudi tip običkanosti 

(Schneider in Doetsch, 1974; Greenberg in Canale-Parola, 1977; Belas in sod., 1986; 

Ferrero in Lee, 1988; Atsumi in sod., 1996), pa bistvenih morfoloških razlik nismo zaznali. 

Zanimivo je, da so celice pri rasti porabile več kisika pri višjih viskoznostih (p-vrednosti 

med 0,0033 in 0,0002), kar nakazuje, da je njihova metabolna aktivnost spremenjena. 
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Preglednica 5: Poraba kisika, CFU vrednosti, velikost celic, nosilnost okolja in tip običkanosti bakterije 

V. ruber gojene pri različnih viskoznostih. Podatki so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n > 3). 

Table 5: Oxygen consumption, CFU values, cell size, carrying capacity and the type of flagellum for V. 

ruber grown at different viscosities. Data are shown as averages and standard deviations (n > 3). 

Viskoznost 

(mPas) 

Poraba 

kisika 

(mg/L) 

Končni 

CFU/mL x 

10
8
 

Velikost celic (µm) Nosilnost 

okolja 

Biček 

dolžina širina 

0,8 3,92 ± 0,02 8,2 ± 0,5 2,4 ± 0,2 0,9 ± 0,1 2,13 ± 0,07 Polarni 

1,3 4,05 ± 0,03 6,9 ± 0,4 2,5 ± 0,1 0,9 ± 0,1 2,00 ± 0,08 Polarni 

2,4 4,15 ± 0,02 4,6 ± 0,9 2,4 ± 0,1 0,9 ± 0,1 2,01 ± 0,08 Polarni 

8,1 4,09 ± 0,01 4,8 ± 0,2 2,5 ± 0,1 0,9 ± 0,1 2,20 ± 0,05 Polarni 

29,4 4,20 ± 0,03 3,2 ± 0,2 2,5 ± 0,1 0,9 ± 0,1 2,10 ± 0,05 Polarni 

 

 

4.2.1.2 Metabolna aktivnost 

 

Kot kažejo rezultati predstavljeni na Sliki 11, se znotrajcelična metabolna aktivnost 

bakterije V. ruber med posameznimi viskoznostmi gojišč razlikuje. Celokupna 

dehidrogenazna aktivnost pri najvišji viskoznosti je bila 1,62 ± 0,63 x 10
-1

 U mg protein
-1

, 

kar je približno 4-krat višja aktivnost kot pri najnižji viskoznosti (0,8 mPas). Ti rezultati 

korelirajo z rezultati hitrosti dihanja (Slika 11A). Pretok ogljika skozi centralne metabolne 

poti smo določali preko aktivnosti izbranih glikolitičnih encimov, kot so glukoza-6-fosfat 

dehidrogenaza (GPD), fosfofruktokinaza (FFK) in piruvat kinaza (PK). Tako kot pri 

celokupni dehidrogenazni aktivnosti se je tudi aktivnost encima GPD zvišala pri višjih 

viskoznostih, pri čemer ni bilo statistično signifikantne razlike med obema najvišjima 

viskoznostima (p = 0,403). Aktivnost encima GPD je bila 1,78 x 10
-2

 U mg protein
-1

 pri 

0,8 mPas in se je zvišala do 2,40 x 10
-1

 U mg protein
-1

 pri 29,4 mPas (p = 0,012). 

Aktivnost encimov FFK in PK se ni spreminjala med posameznimi viskoznostmi (p-

vrednosti med 0,098 in 0,981). Pri najnižji viskoznosti je bila aktivnost encima FFK 6,51 x 

10
-3

 U mg protein
-1

, medtem ko je bila aktivnost encima PK 9,30 x 10
-2

 U mg protein
-1

. 
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Slika 11: Metabolna aktivnost bakterije V. ruber gojene pri različnih viskoznostih minimalnega gojišča 

M9. Relativna hitrost respiracije (beli simboli) in celokupna dehidrogenazna aktivnost (temni simboli) 

bakterije V. ruber sta prikazani v delu A. Rezultati so predstavljeni kot povprečja in standardni odkloni (n = 

5). Aktivnost glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (temno sivi stolpci), fosfofruktokinaze (svetlo sivi stolpci) in 

piruvat kinaze (beli stolpci) normalizirana na encimsko aktivnost pri 0,8 mPas je prikazana v delu B. 

Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3).  

Figure 11: Metabolism of V. ruber grown at different viscosities of minimal M9 medium. Relative 

respiration rate (open symbols) and dehydrogenase activity (filled symbols) of V. ruber are shown in panel A. 

The values presented are means and standard deviations (n = 5). The dashed line represents metabolic 

activity in M9 medium. Activities of glucose-6-phosphate dehydrogenase (dark grey columns), 

phosphofructokinase (light grey columns) and pyruvate kinase (white columns) relative to the basal enzyme 

activity at 0,8 mPas are shown in panel B. The values presented are means and standard deviations (n = 3). 
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4.2.1.3 Sekundarni metabolizem – sinteza pigmenta 

4.2.1.3.1 Karakterizacija prodigiozinu podobnega pigmenta 

Rdeči pigment, ki ga proizvaja bakterija V. ruber, smo kemično in strukturno 

karakterizirali z masno sprektroskopijo po predhodnem čiščenju s tekočinsko 

kromatografijo (Alihosseini in sod., 2008). Na podlagi prej objavljenih rezultatov spektra 

pigmenta in njegovega obnašanja pri spremembah pH vrednosti smo predpostavili, da 

bakterija V. ruber proizvaja pigment prodigiozin (Štraser, 2008). LC/MS rezultati kažejo, 

da ekstrakt pigmenta bakterije V. ruber vsebuje šest različnih komponent, med katerimi so 

štiri pigmentirane (Slika 12). Komponenti N1 in N2 imata maksimalno absorpcijo pri 534 

nm in molekulsko maso 323 Da (starševski ion m/z 324). Fragmentacijski vzorec prikazuje 

večje fragmente – ione pri m/z 252, 293 in 309, kar odgovarja alkilni verigi, metoksilni 

skupini in metilni skupini (Alihosseini in sod., 2008). Primerjava naših rezultatov s prej 

znanimi podatki o prodigiozinu potrjuje hipotezo, da sta večinski komponenti ekstrakta 

izomeri pigmenta prodigiozina (2-metil-3-pentil-prodiginin) (Alihosseini in sod., 2008).  

 

Slika 12: Skupni ionski kromatogram metanolnega ekstrakta pigmenta iz bakterije V. ruber (A). 

LC/MS (B) in UV-VIS (C) spekter komponent ekstrakta N1 in N2. 

Figure 12: Panel A represents total ion chromatograph for the methanol extract from V. ruber. Panels 

B in C show ESI-MS/MS in UV-VIS spectra of extract components N1 in N2, respectively. 
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Komponenta metanolnega ekstrakta pigmenta N3 (Priloga B) ima maksimalno absorpcijo 

pri 534,5 nm, njena molekulska masa pa je 352 Da (starševski ion pri m/z 353) in je 

najverjetneje heptil prodigiozin (2-metil-3-heptil-prodiginin) (Alihosseini in sod., 2008). 

Četrta komponenta ekstrakta N4 (Priloga C) ima maksimalno absorpcijo pri 501 nm in 

molekulsko maso 309 Da (starševski ion pri m/z 310), kar nakazuje, da je ta komponenta 

norprodigiozin (2-metil-3-butil-prodiginin) (Alihosseini in sod., 2008). Potrditev, da so 

komponente ekstrakta z masami 323 Da, 352 Da in 309 Da res prodigiozin, heptil 

prodigiozin in norprodigiozin, so bile opravljene z NMR analizo (Alihosseini in sod., 

2008). Metanolni ekstrakt vsebuje še dve nepigmentirani komponenti (N5 in N6) (Slika 

12), verjetno kislini, ki jih nismo nadalje analizirali. Ker je čistost ekstrakta prodigiozina 

višja od 90 % ter heptilprodigiozin in norprodigiosin predstavljata manjšinsko frakcijo, 

lahko rdeči pigment, ki ga proizvaja bakterija V. ruber, obravnamo kot prodigiozin. 

 

4.2.1.3.2 Dinamika pigmentacije 

Količina prodigiozina, ki ga je bakterija V. ruber proizvedla v 24 urah rasti v minimalnem 

M9 gojišču z različnimi viskoznostmi, je prikazana na Sliki 13A. Ko je bila viskoznost 

gojišča manjša ali enaka 2,4 mPas, bistvenega vpliva na sintezo pigmenta ni bilo (p-

vrednosti med 0,27 in 0,48). Koncentracija nastalega prodigiozina je bila med 70 in 75 

mg/l. V primeru povišane viskoznosti (8,0 in 29,4 mPas) je bakterija V. ruber proizvedla 

manj prodigiozina. Na primer, pri viskoznosti 29,4 mPas je bilo približno 5-krat manj 

pigmenta kot pri najnižji viskoznosti.  

Viskoznost gojišča ni imela vpliva le na končno koncentracijo nastalega prodigiozina, 

ampak tudi na dinamiko sinteze le-tega (Slika 13B, Preglednici 6 in 7). Pri najnižji 

viskoznosti (0,8 mPas) se je sinteza prodigiozina začela po približno 5,5 urah rasti in se je 

ustavila po približno 16 urah rasti. Z višanjem viskoznosti se je začetek sinteze pigmenta 

premaknil proti daljšim časom rasti. Pri viskoznosti 29,4 mPas se je tako pigmentacija 

celic začela šele po 7,5 urah rasti, končala pa že po 12,5 urah. Viskoznost medija je 

bistveno vplivala na sekundarni metabolizem bakterije V. ruber. 
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Slika 13: Sinteza prodigiozina pri bakteriji V. ruber gojeni pri različnih viskoznostih. Koncentracija 

prodigiozina po 24 urah bakterijske rasti je prikazana v delu A. Rezultati so prikazani kot povprečja in 

standardni odkloni (n = 3). Dinamika sinteze prodigiozina je prikazana v delu B. Pike predstavljajo prvi 

odvod koncentracije prodigiozina glede na čas inkubacije (dc/dt), ki jim je nalegana Gaussova porazdelitev 

(črte). Rezultati so prikazani kot povprečja treh koncentracij pigmenta v vsakem času ekstrakcije. Legenda: 

rdeč črta – 0,8 mPas, siva črta – 1,3 mPas, modra črta – 2,4 mPas, oranžna črta – 8,1 mPas, zelena črta – 29,4 

mPas. 
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Figure 13: Prodigiosin production by V. ruber at different viscosities. Prodigiosin concentration after 24 

hours of bacterial growth is shown in panel A. The values presented are means and standard deviations (n = 

3). Dynamics of prodigiosin production are presented in panel B. The dots represent the first derivative of 

prodigiosin concentration over time of incubation (dc/dt) and were fitted with Gaussian distribution (lines). 

The data presented are means of three pigment concentrations at each time of extraction. Legend: red line – 

0,8 mPas, grey line – 1,3 mPas, blue line – 2,4 mPas, orange line – 8,1 mPas, green line – 29,4 mPas. 

Kot je prikazano v preglednici 6, je majhno zvišanje viskoznosti iz 0,8 na 1,3 mPas 

povzročilo podaljšanje tako trajanja intenzivne pigmentacije kot tudi čas, pri katerem smo 

izmerili maksimalno produkcijo prodigiozina. Z nadaljnjim višanjem viskoznosti se je čas 

maksimalne produkcije krajšal. Interval intenzivne sinteze prodigiozina se je z višanjem 

viskoznosti najprej podaljšal, nato pa bistveno skrajšal. Sinteza prodigiozina je pri 

bakterijah uravnana s sistemom za zaznavanje celične gostote (QS) oziroma medcelično 

komunikacijo (Thomson in sod., 2000; Coulthurst in sod., 2004). Ker je viskoznost tesno 

povezana z difuzijo molekul, lahko vpliva na potek komunikacije med bakterijskimi 

celicami (De Kievit in sod., 2001; Liu in sod., 2007; Yang in sod., 2010), in s tem na 

količino in dinamiko sinteze prodigiozina pri bakteriji V. ruber (Borić in sod., 2012). Pri 

viskoznosti 29.4 mPas se sinteza pigmenta začne najkasneje (2 uri pozneje, Slika 13). To je 

nasprotujoče prejšnjim objavam, ki pravijo, da se QS aktivira prej, če se zniža difuzija 

signalnih molekul (De Kievit in sod., 2001; Liu in sod., 2007). Zato smo to v nadaljevanju 

bolj podrobno raziskali. 

 
Preglednica 6: Parametri dinamike sinteze prodigiozina pri bakteriji V. ruber. Hitrost sinteze 

prodigiozina je bila določena z Gaussovo porazdelitvijo (R
2
 > 0,998). W je širina Gaussove krivulje in Xc je 

njena maksimalna vrednost. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3).  

Table 6: Parameters of prodigiosin production dynamics by V. ruber. The rate of prodigiosin production 

was approximated with Gaussian distribution (R
2
 > 0,998). W is the width of the Gaussian curve and Xc is the 

maximal value of the Gaussian curve. The values presented are means and standard deviations (n = 3).  

Viskoznost (mPas) Xc (h) W (h) 

0,8 11,64 ± 0,01 3,84 ± 0,02 

1,3 13,11 ± 0,01 4,79 ± 0,03 

2,4 12,85 ± 0,01 4,39 ± 0,03 

8,1 12,24 ± 0,01 3,73 ± 0,02 

29,4 9,87 ± 0,01 1,68 ± 0,01 

Xc predstavlja čas maksimalne sinteze prodigiozina, W pa trajanje intenzivne sinteze prodigiozina. 

Xc represents the time of maximal prodigiosin production, W represents the duration of intense prodigiosin 

production. 
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4.2.1.4 Medcelična komunikacija in vpliv dostopnosti metabolnih intermediatov na 

začetek sinteze prodigiozina 

 

Za indukcijo QS je potrebna kritična koncentracija signalnih molekul v lokalnem okolju 

celic. Koncentracijo signalov smo določili s poročevalskim sevom V. ruber RM, ki ni 

sposoben sinteze prodigiozina (Štraser, 2006). Poročevalski sev se obarva, če mu dodamo 

izrabljeno gojišče divjega tipa. Ta pojav verjetno ni posledica metabolne izmenjave, saj 

dodatek različnih intermediatov za sintezo prodigiozina oziroma celične energije v obliki 

ATP ne sproži pigmentacije pri sevu V. ruber RM. Zato sklepamo, da je pigmentacijski 

odziv tega seva posledica prisotnosti signalnih molekul. Le-te so najverjetneje AHL 

molekule (Drčar, 2010), ni pa izključeno, da so poleg teh prisotne še katere druge (Krajnc, 

2011).  

 

Ker je koncentracija signalnih molekul po 5,5 h rasti bakterije V. ruber je pod mejo 

zaznavanja, smo celokupno koncentracijo signalov v odvisnosti od viskoznosti določili po 

16 urah rasti (Preglednica 7). Koncentracija QS signalov je pri povišani viskoznosti 

približno 6-krat višja kot pri najnižji viskoznosti. Kljub večjemu potencialu za produkcijo 

signalnih molekul pri višji viskoznosti, se indukcija pigmentiranosti zgodi kasneje (Slika 

13, Preglednica 7).  

 

Preglednica 7: Relativna koncentracija signalnih molekul in čas indukcije sinteze prodigiozina pri 

bakteriji V. ruber, ki je rasla pri različnih viskoznostih gojišča M9. Rezultati so prikazani kot povprečja 

in standardni odkloni (n = 3). 

Table 7: Relative concentration of signal molecules and the timing of induction of prodigiosin synthesis 

by V. ruber grown at different medium viscosities. Data are presented as averages and standard deviations 

(n = 3).  

Viskoznost 

(mPas) 

Čas indukcije sinteze 

prodigiozina (h) 

Relativna koncentracija signalnih 

molekul po 16 h rasti  

0,8 5,50 ± 0,05 1,00 ± 0,22 

8,1 6,61 ± 0,20 6,37 ± 0,81 

29,4 7,64 ± 0,07 5,85 ± 0,40 

 

 

Ker je za potek procesov kontroliranih z medcelično komunikacijo pomembna tudi 

metabolna aktivnost celic (Francis in Palsson, 1997), smo določili metabolno aktivnost 
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bakterije V. ruber po 5,5 urah rasti (Preglednica 8). Čeprav je bilo število celic primerljivo, 

je bila celokupna dehidrogenazna aktivnost celic signifikantno (p-vrednost = 0,024) nižja 

pri 29,4 mPas kot pri 0,8 mPas. Za sintezo prodigiozina celice potrebujejo metabolne 

intermediate kot so L-prolin, acetat, L-serin, S-adenozilmetionin in 2-oktenal (Qadri in 

Williams, 1973; Wassermann in sod., 1973; Williamson in sod., 2006). V minimalnem M9 

gojišču jih morajo celice narediti de novo, kar pomeni, da je sinteza pigmenta energetsko 

zahteven proces (Trutko in Akimenko, 1989; Starič in sod., 2010; Borić in sod., 2012). Na 

primer, za sintezo L-prolina iz -ketoglutarata so potrebne 3 molekule NADPH (Baich, 

1969). Skladno z rezultati celokupne dehidrogenazne aktivnosti, koncentracija 

znotrajceličnega L-prolina pada z višanjem viskoznosti. Pri 29,4 mPas so celice V. ruber 

proizvedle 31 % manj L-prolina na mg suhe teže celic, če primerjamo z najnižjo 

viskoznostjo (p-vrednost = 5 x 10
-6

).  

 

Preglednica 8: Število celic, koncentracija L-prolina in celokupna dehidrogenazna aktivnost bakterije 

V. ruber pri različnih viskoznostih gojišča po 5,5 urah rasti. Rezultati so prikazani kot povprečja in 

standardni odkloni (n = 3). 

Table 8: The number of cells, intracellular L-proline concentration and total dehydrogenase activity of 

V. ruber grown at different viscosities after 5,5 hours of incubation just before pigmentation. Data are 

presented as averages and standard deviations (n = 3).  

Viskoznost 

(mPas) 

Število celic 

(CFU mL
-1

) 

Celokupna 

dehidrogenazna aktivnost 

(U mg protein
-1

) 

Koncentracija 

znotrajceličnega L-prolina 

(nmol mg suhe teže
-1

) 

0,8 (2,3 ± 0,5) x 10
8
 (6,4 ± 1,5) x10

-3
 20,5 ± 1,2 

8,1 (1,9 ± 0,7) x 10
8
 (4,2 ± 1,0) x10

-3
 17,9 ± 1,1 

29,4 (1,4 ± 0,1) x 10
8
 (1,9 ± 0,5) x10

-3
 14,1 ± 1,0 

   

 

Da bi preverili, če pomanjkanje intermediatov za sintezo prodigiozina preprečuje začetek 

le-te, smo bakteriji V. ruber dodali L-prolin in L-metionin (Slika 14). Dodatek omenjenih 

amino kislin je povzročil, da se je sinteza pigmenta začela znatno prej. Ta efekt je največji, 

če dodamo oba intermediata skupaj. L-metionin je udeležen pri sintezi S-adenozil 

metionina (SAM), ki je pomemben kofaktor pri biosintezi 4-metoksi-2,2'-bipirol-5-

karbaldehida (MBC) (Qadri in Williams, 1973; Williamson in sod., 2006), kot tudi pri 

sintezi AHL molekul (Hanzelka in Greenberg, 1996; Val in Cronan, 1998). L-prolin se 

vgradi v pirolni obroč med biosintezo MBC (Thomas in sod., 2002; Williamson in sod., 
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2006). Zgodnejša sinteza prodigiozina (Slika 14) nakazuje, da je bilo QS signalov v 

gojišču dovolj, in da je zamik v pigmentaciji verjetno posledica pomanjkanja metabolnih 

intermediatov zaradi počasnejšega metabolizma pri višjih viskoznostih. Poleg prolina in 

metionina bi na pigmentacijo lahko vplivali še drugi dejavniki, na primer celična energija 

(Trutko in Akimenko, 1989; Starič in sod., 2010; Borić in sod., 2012). Kot kažejo rezultati, 

je doodatek ATP sicer povišal končno koncentracijo proizvedenega prodigiozina, kot so že 

opazili pri bakteriji S. marcescens (Li in sod., 2008), ni pa stimuliral zgodnejše 

pigmentacije (Slika 14). 
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Slika 14: Čas indukcije sinteze prodigiozina pri bakteriji V. ruber (A) in končna koncentracija 

prodigiozina po 24 urah rasti v M9 mediju z viskoznostjo 29,4 mPas (B), ko je bil dodan 10 µM ATP, 2 

mM L-metionin, 10 mM L-prolin, ali kombinacija obeh aminokislin po 5,5 urah rasti. Rezultati so 

prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). Zvezdice označujejo statistično signifikantne razlike 

med vzorci in kontrolami (α = 0,05). 

Figure 14: Time of induction of prodigiosin synthesis by V. ruber (Panel A) and final prodigiosin 

concentration after 24 hours of incubation in minimal M9 growth medium at 29.4 mPas (Panel B), 

when supplied with 10 µM ATP, 2 mM L-methionine, 10 mM L-proline, or a combination of both 

amino acids after 5,5 h of bacterial growth. Data are shown as averages and standard deviations (n = 3). 

Asterisks represent statistically significant results compared to control (α = 0,05). 
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Dinamika izražanja genov za določeno bakterijsko obnašanje je kritična za preživetje 

(Chugani in sod., 2001; Rasmussen in Søgaard-Andersen, 2003; Veening in sod., 2006). 

Prezgodnja sinteza prodigiozina, ko v celici ni dovolj energije ali metabolnih 

intermediatov, bi lahko povzročila nepotrebne energetske vložke in znižala fitness 

bakterije. Bakterijski fitnes smo preverili tako, da smo stimulirali pigmentacijo z dodatkom 

L-prolina in L-metionina. Prezgodaj pigmentirane celice so imele nižji fitness kot 

kontrolne celice (6,66 ± 0,47 in 7,98 ± 0,61 (p-vrednost = 0,041)).  

 

4.2.2 Viskoznost v kombinaciji z izbranimi dejavniki okolja 

Viskoznost kot dejavnik okolja smo kombinirali tudi z nekaterimi drugimi dejavniki, ki so 

bistveni za delovanje bakterije V. ruber v njenem naravnem okolju. Izbrali smo 

temperaturo, slanost in UV sevanje. Naša hipoteza je bila, da je vpliv viskoznosti na 

fiziološko stanje bakterije odvisen od ostalih dejavnikov okolja. Natančneje, da: 

- neoptimalna slanost in višja temperatura skupaj s povišano viskoznostjo 

predstavljata za bakterijo večji stres kot povišana viskoznost sama, 

- prodigiozin zaradi absorpcije v UV spektru ščiti celice pred UV stresom, 

- letalni učinki UV sevanja na bakterijo V. ruber se z višanjem viskoznosti manjšajo. 

 

Ker bakterija V. ruber pri neoptimalni slanosti in temperature zelo slabo in počasi raste v 

gojišču M9 z 10 g/L glukoze, smo te poskuse izvedli le v kompleksnem PKS gojišču.  

 

4.2.2.1 Vpliv gojišča in viskoznosti 

 

Podobno kot v minimalnem M9 gojišču je tudi v kompleksnem PKS gojišču bakterija V. 

ruber znižala viskoznost rastnega medija, ko je bila le-ta nad 1,3 mPas (Preglednica 9). 

Hitrost rasti se je z višanjem viskoznosti kompleksnega PKS gojišča postopoma nižala 

(Preglednica 9), česar pa nismo opazili v minimalnem gojišču (Slika 7). V slednjem je 

bakterija V. ruber bistveno spremenila metabolizem (Slika 11), medtem ko v gojišču PKS 

nismo zaznali statistično značilnih razlik v celokupni dehidrogenazni aktivnosti ter hitrosti 

respiracije (Preglednica 9). Če primerjamo hitrost rasti in intenzivnost metabolizma 

bakterije V. ruber v obeh skrajnih viskoznostih gojišča PKS vidimo, da celice z enako 

metabolno aktivnostjo (p-vrednost 0,151 za hitrost respiracije oziroma 0,477 za celokupno 
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dehidrogenazno aktivnost) rastejo bistveno počasneje (p-vrednost = 0,0009). Rezultati 

nakazujejo, da ima ne glede na tip gojišča povišana viskoznost signifikantnen vpliv na 

bakterijske celice. Poleg tega se zdi, da imamo pri viskoznosti 1,3 mPas še en način 

odziva, in sicer enako hitrost rasti ter nižjo metabolno aktivnost metabolizma glede na 

najnižjo viskoznosti.  

 

Preglednica 9: Hitrost rasti in metabolna aktivnost pri bakteriji V. ruber gojeni v gojišču PKS s 3 % 

(w/V) NaCl z različno viskoznostjo pri temperaturi 28 °C. Rezultati so prikazani kot povprečja in 

standardni odkloni (n = 5). Relativne vrednosti so prikazane glede na aktivnost pri najnižji viskoznosti. 

Table 9: Growth rate and metabolic activity of V. ruber grown in PYE with 3 % NaCl with different 

viscosities and at 28 °C. Results are shown as averages and standard deviations (n = 5). Relative values are 

calculated to the lowest viscosity. 

Viskoznost 

(mPas) 

Viskoznost 

kultur 

(mPas) 

Hitrost rasti 

(h
-1

) 

Relativna hitrost 

respiracije 

Relativna celokupna 

dehidrogenazna 

aktivnost 

0,8 0,8 ± 0,1 0,83 ± 0,02 1,00 ± 0,69 1,00 ± 0,03 

1,3 1,1 ± 0,2 0,84 ± 0,02 0,38 ± 0,09 0,65 ± 0,13 

2,4 1,9 ± 0,2 0,77 ± 0,02 1,70 ± 1,44 0,50 ± 0,12 

8,0 3,7 ± 0,4 0,76 ± 0,02 1,15 ± 0,93 0,71 ± 0,14 

29,4 13,3 ± 2,5 0,68 ± 0,02 0,56 ± 0,45 0,99 ± 0,27 

 

 

Z višanjem viskoznosti v kompleksem gojišču PKS se je spremenil tudi sekundarni 

metabolizem bakterije V. ruber. Koncentracija pigmenta po 24 urah rasti je bila pri 

viskoznosti enaki ali višji od 1,3 mPas glede na 0,8 mPas nižja, vendar pa so celice za 

sintezo pigmenta pri viskoznostih nad 8,0 mPas porabile več časa (Preglednica 10). Če 

primerjamo rezultate s pigmentacijo v minimalnem gojišču (Slika 13), vidimo, da je pri 

nižjih viskoznostih nastalo v M9 gojišču bistveno več pigmenta, kar je skladno z 

dosedanjimi opažanji (Starič in sod., 2010). Pri visokih viskoznostih smo opazili ravno 

obraten odziv, saj je bilo pigmenta v gojišču PKS več, trajanje intenzivne sinteze pa je bilo 

daljše (Preglednici 6 in 10). 
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Preglednica 10: Sinteza prodigiozina pri bakteriji V. ruber v gojišču PKS s 3 % (w/V) NaCl z različno 

viskoznostjo. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 6). 

Table 10: Prodigiosin production by V. ruber in PYE medium with 3 % NaCl and different viscosities. 

Results are shown as averages and standard deviations (n = 6). 

Viskoznost 

(mPas) 

Končna koncentracija 

prodigiozina (mg/L) 

Čas makismalne sinteze 

prodigiozina (h) 

Trajanje intenzivne 

sinteze prodigiozina (h) 

0,8 63,80 ± 2,17 7,30 ± 0,11 2,29 ± 0,01 

1,3 42,92 ± 4,43 7,42 ± 0,10 2,70 ± 0,02 

2,4 47,92 ± 2,34 7,00 ± 0,05 2,61 ± 0,02 

8,0 45,86 ± 2,79 7,62 ± 0,01 2,80 ± 0,02 

29,4 43,25 ± 1,00 8,59 ± 0,06 3,17 ± 0,02 

 

Rezultati kažejo, da viskoznost ne glede na gojišče vpliva na dinamiko sinteze 

prodigiozina pri bakteriji V. ruber. Čas, ko se celice dosegle maksimalno sintezo 

prodigiozina se je z višanjem viskoznosti medija daljšal (Slika 15, Preglednica 10), kar 

smo opazili tudi v minimalnem gojišču z izjemo najvišje viskoznosti. Bakterija V. ruber v 

kompleksem PKS gojišču doseže makismalno sintezo pigmenta približno 4 do 5 ur prej kot 

v minimalnem M9 gojišču. Prav tako se tudi začetek pigmentacije pri vseh viskoznostih 

zgodi prej v gojišču PKS, vendar pa je tudi v tem gojišču povišana viskoznost povročila 

zamik v indukciji pigmentacije(Slika 13). 
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Slika 15: Dinamika sinteze prodigiozina pri bakteriji V. ruber v gojišču PKS s 3 % (w/V) NaCl z 

različnimi viskoznostmi. Legenda: 0,8 mPas – rdeča, 1,3 mPas – črna, 2,4 mPas – modra, 8,0 mPas – 

oranžna, 29,4 mPas – zelena. 

Figure 15: Prodigiosin synthesis dynamics in V. ruber grown in PYE with 3 % NaCl with different 

viscosities. Legend: 0,8 mPas – red, 1,3 mPas – black, 2,4 mPas – blue, 8,0 mPas – orange, 29,4 mPas – 

green. 

 

4.2.2.2 Vpliv temperature in viskoznosti 

 

Bakterijo V. ruber smo gojili pri dveh temperaturah – optimalni (28 °C) in višji od 

optimalne (37 °C). Poskusili smo tudi pri nižji temperaturi (15 °C), vendar pa je bakterija 

V. ruber izredno slabo in počasi rasla, zato nadaljnjih eksperimentov nismo izvajali.  

Izrazito nizka hitrost rasti pri nizkih temperaturah je bila opažena že prej (Danevčič, 2006). 

 

Pri povišani temperaturi gojenja celic je bakterija V. ruber tudi znižala začetno viskoznost 

medija, ko je bila le-ta višja od 2,4 mPas. Viskoznost kultur se je iz začetnih 8,0 in 29,4 

mPas znižala na 5,4 oziroma 13,6 mPas po 24 urah bakterijske rasti, kar ni statistično 

značilno od rezultatov pri temperaturi 28 °C. Viskoznost sterilnih gojišč in bakterijskih 
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kultur pri nižjih koncentracijah HEC (0 do 0,25 %) in povišani temperaturi, se ni bistveno 

razlikovala. Hitrost rasti se ni bistveno spreminjala, saj je znašala pri vseh viskoznostih 

med 1,1 in 1,3 h
-1 

(Priloga D1). Hitrost respiracije pri najvišji viskoznosti je bila 8,9 x 10
-12

 

mL CO2 h
-1

 celica
-1

, kar je približno 2-krat višje kot pri najnižji viskoznosti. Iz hitrosti rasti 

in hitrosti respiracije (Priloga D1), smo preračunali učinkovitost delovanja celic. Le-ta je 

količnik med relativno hitrostjo rasti in relativno hitrostjo metabolizma (respiracije), pri 

čemer sta bila oba parametra normirana na najnižjo viskoznost. S tem kombiniranim 

parametrom opišemo kako stresno je okolje za rast celic. Nižje kot je razmerje, bolj so 

celice v stresu, saj morajo biti metabolno aktivnejše da vzdržujejo enako rast. Pri 

temperaturi 28 °C ni signifikantnih razlik v učinkovitosti delovanja pri posameznih 

viskoznostih (Slika 16; črtkani stolpci). Pri povišani temperaturi se učinkovitost delovanja 

zniža, ko je viskoznost rastnega medija 8,0 mPas ali več. Takrat pade na 0,6 oziroma 0,4 

začetne učinkovitosti, kar je signifikantno nižje (p-vrednosti sta 0,002 in 0,02). 
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Slika 16: Učinkovitost delovanja bakterije V. ruber gojene pri različnih temperaturah (28 °C – beli 

šrafirani stolpci; 37 °C – temno sivi stolpci) ter različnih viskoznostih gojišča PKE in konstantni 

slanosti (3 % NaCl). Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n ≥ 3). 

Figure 16: Growth efficiency of V. ruber grown at different temperatures (28 °C – white hatched 

columns; 37 °C – dark grey columns) and different viscosities of PYE growth medium supplied with 3 

% NaCl. Results are shown as averages and standard deviations (n ≥ 3). 
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Če učinkovitost delovanja celic ne normaliziramo na najnižjo viskoznost pri posamezni 

temperaturi, dobimo, da je pri najnižji viskoznosti učinkovitost delovanja pri 28 °C 

približno 15-krat, pri najvišji viskoznosti pa celo 30-krat višja kot pri 37 °C. Ti rezultati 

kažejo, da povišana temperatura v kombinaciji s povišano viskoznostjo bolj stresno vpliva 

na celica kot samo povišana viskoznost. 

 

Rezultati nosilnosti okolja, ki nam pove kakšna je maksimalna optična gostota, ki jo celice 

v danih pogojih lahko dosežejo, so prikazani na sliki 17. Pri temperaturi 28 °C nosilnost 

okolja pada z višanjem viskoznosti. Pri povišani temperaturi se nosilnost okolja ohranja, 

razen pri najvišji viskoznosti (29,4 mPas), ko nosilnost okolja rahlo pade (p-vrednost 

0,019).  
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Slika 17: Nosilnost okolja bakterije V. ruber gojene pri različnih temperaturah (28 °C – beli šrafirani 

stolpci; 37 °C – temno sivi stolpci) ter različnih viskoznostih gojišča PKE in konstantni slanosti. 

Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n ≥ 3). 

Figure 17: Carrying capacity of V. ruber grown at different temperatures (28 °C – white hatched 

columns; 37 °C – dark grey columns) and different viscosities of PYE growth medium supplied with 3 

% NaCl. Results are shown as averages and standard deviations (n ≥ 3). 
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V primerjavi s koncentracijo proizvedenega prodigiozina pri optimalnih pogojih je pri 

povišani temperaturi pigmenta bistveno manj (Preglednica 11), približno 6 do 7-krat, kar je 

skladno z dosedanjimi rezultati (Danevčič, 2006; Starič in sod., 2010). Tudi pri teh pogojih 

pa viskoznost negativno vpliva na količino nastalega prodigiozina, saj ga je z višanjem 

viskoznosti manj. 

 

 

Preglednica 11: Koncentracija nastalega prodigiozina v kulturah bakterije V. ruber gojenih v gojišču 

PKS 3 % NaCl in temperaturi 28 oziroma 37 °C. Rezultati so podani kot povprečja in standardni odkloni 

(n = 3). 

Table 11: Prodigiosin production by V. ruber grown at 28 and 37 °C in PYE medium supplied with 3 % 

NaCl. Results are shown as averages and standard deviations (n = 3). 

Viskoznost (mPas) Končna koncentracija prodigiozina (mg/L) 

T = 28 °C * T = 37 °C 

0,8 63,80 ± 2,17 11,35 ± 0,24 

1,3 42,92 ± 4,43 9,06 ± 0,41 

2,4 47,92 ± 2,34 5,45 ± 0,82 

8,0 45,86 ± 2,79 6,86 ± 2,11 

29,4 43,25 ± 1,00 6,04 ± 1,28 

*  podatki so enaki kot v preglednici 10. 

 

4.2.2.3 Vpliv slanosti in viskoznosti 

 

Bakterijo V. ruber smo gojili pri treh različnih slanostih – optimalni (3 % NaCl), nižji (0,5 

% NaCl) in višji (10 % NaCl) ter optimalni temperaturi (28 °C). Hitrost rasti in 

metabolizma, na podlagi katerih je izračunana učinkovitost delovanja celic, so podane v 

Prilogi D2. Viskoznost pri optimalni slanosti (3 % NaCl) nima značilnega vpliva na 

učinkovitost delovanja celic (p-vrednosti med 0,37 in 0,99), čeprav je nakazan trend 

padanja (Slika 18). Če primerjamo rezultate učinkovitosti delovanja celic gojenih pri nizki 

slanosti vidimo, da v rangu viskoznosti od 0,8 do 2,4 mPas ni bistvenih razlik. Pri 

viskoznosti 8,0 mPas ali višji pa smo opazili signifikantne razlike v učinkovitosti delovanja 

(p-vrednosti med 0,0135 in 0,0001). V kolikor rezultate ne normaliziramo, je pri najnižji 

viskoznosti učinkovitost delovanja celic pri 0,5 % NaCl 40-krat nižja, pri 10 % NaCl pa 
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8,5-krat nižja. Razlika se je z višanjem viskoznosti samo še stopnjevala. Pridobljeni 

rezultati kažejo, da neoptimalna slanost v kombinaciji s povišano viskoznostjo za celice 

predstavlja višjo stopnjo stresa kot samo povišana viskoznost. 
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Slika 18: Učinkovitost delovanja bakterije V. ruber gojene pri različnih slanostih (0,5 % NaCl – svetlo 

sivi stolpci; 3 % NaCl – beli šrafirani stolpci; 10 % NaCl – temno sivi stolpci) ter različnih viskoznostih 

gojišča PKE in konstantni temperaturi. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n ≥ 3). 

Figure 18: Efficiency of V. ruber grown at different salinities (0,5 % NaCl – light grey columns; 3 % 

NaCl – white hatched columns; 10 % NaCl – dark grey columns) and different viscosities of PYE 

growth medium supplied with 3 % NaCl. Results are shown as averages and standard deviations (n ≥ 3). 

 

Nosilnost okolja pri različnih slanostih ter viskoznostih medija je prikazana na Sliki 19 in 

je pri vseh viskoznostih nižja pri obeh neoptimalnih slanostih. V splošnem z višanjem 

viskoznosti nosilnost okolja pade, vendar pa padec ni izrazit, razen pri najvišji viskoznosti. 

Nosilnost okolja je najvišja pri optimalni slanosti, medtem ko je najnižja, ko je v gojišču 

10 % (w/V) NaCl. Zanimivo je, da bakterija V. ruber ima višjo nosilnost okolja pri 0,5 % 

NaCl kot pri 10 % NaCl, čeprav ni razlik v učinkovitosti delovanja celic med obema 

neoptimalnima slanostima. 
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Slika 19: Nosilnost okolja bakterije V. ruber gojene pri različnih slanostih (0,5 % NaCl – svetlo sivi 

stolpci; 3 % NaCl – beli šrafirani stolpci; 10 % NaCl – temno sivi stolpci) ter različnih viskoznostih 

gojišča PKE in konstantni temperaturi. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n ≥ 3). 

Figure 19: Carrying capacity of V. ruber grown at different salinities (0,5 % NaCl – light grey columns; 

3 % NaCl – white hatched columns; 10 % NaCl – dark grey columns) and different viscosities of PYE 

medium at 28 C. Results are shown as averages and standard deviations (n ≥ 3). 

 

 

Pri ekstremnih slanostih je bakterija V. ruber proizvedla med 1 in 2 mg/L prodigiozina, kar 

je bistveno manj kot pri optimalnih pogojih (Danevčič, 2006; Starič in sod., 2010). 

Spreminjanje viskoznosti medija pri teh pogojih ni pomembno za produkcijo pigmenta, saj 

ga je tako malo, da ni statistično signifikantnih razlik v količini nastalega pigmenta 

(Preglednica 12). 
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Preglednica 12: Količina nastalega prodigiozina v kulturah bakterije V. ruber gojene v gojišču PKS z 

0,5 oziroma 10 % NaCl. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Table 12: Prodigiosin production by V. ruber grown in PYE medium with 0,5 and 10 % NaCl, 

respectively. Results are shown as averages and standard deviations (n = 3).  

Viskoznost (mPas) Koncentracija prodigiozina (mg/L) 

0,5 % NaCl 3 % NaCl * 10 % NaCl 

0,8 1,58 ± 0,98 63,80 ± 2,17 0,90 ± 0,37 

1,3 1,40 ± 0,71 42,92 ± 4,43 0,64 ± 0,34 

2,4 1,19 ± 0,39 47,92 ± 2,34 0,64 ± 0,23 

8,0 1,72 ± 0,72 45,86 ± 2,79 0,91 ± 0,11 

29,4 2,00 ± 0,54 43,25 ± 1,00 1,16 ± 0,43 

* rezultati za slanost 3 % NaCl so enaki kot v Preglednici 10. 

 

4.2.2.4 Vpliv UV sevanja 

4.2.2.4.1 Prodigiozin ščiti celice pred UV sevanjem 

 

Absorpcijski spekter prodigiozina izoliranega iz divjega tipa bakterije V. ruber WT in 

njene nepigmentirane mutante (V. ruber BM) v metanolu je prikazan na Sliki 20. 

Maksimalna absorpcija prodigiozina je pri 530 nm, medtem ko ekstrakt nepigmentirane 

mutante nima absorpcije v območju med 400 in 600 nm. Širok pas absorpcije lahko 

opazimo v UV območju med 300 in 400 nm, ki je zopet značilen le za pigment iz divjega 

tipa. Tretje območje absorpcije se nahaja v območju med 245 in 300 nm, katerega 

intenzivnost je pri nepigmentirani mutanti bistveno nižja kot pri divjem tipu bakterije V. 

ruber. Absorpcija v UV območju kaže na možnoUV-zaščitno vlogo pigmenta. 
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Slika 20: Spekter prodigiozina ekstrahiranega iz bakterije V. ruber WT ter spekter ekstrakta iz 

nepigmentirane mutante bakterije V. ruber BM. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni 

(n = 3). 

Figure 20: Absorption spectrum of prodigiosin extracted with methanol from the wild type V. ruber 

(bold solid line) and non-pigmented mutant of V. ruber (thin solid line) at room temperature. Data 

points represent average values and standard deviations (n = 3). 

 

 

Krivulje preživetja izpostavljenosti UV sevanju v različnih fazah rasti bakterije V. ruber so 

podane na Sliki 21. Preživetje celic je definirano kot razmerje med številom celic po 

obsevanju in številom celic pred obsevanjem. Celice v fazi prilagajanja (lag faza) so 

najbolj dovzetne za UV stres in ga preživijo v najmanjšem številu. Odpornost proti UV 

stresu narašča proti stacionarni fazi rasti. Preživetje UV sevanja je odvisno tudi od doze le-

tega, saj se z višanjem prejete doze sevanja, število živih celic bistveno zmanjša (Slika 21). 

Ta efekt je opazen pri celicah v vseh testiranih fazah rasti. 
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Slika 21: Krivulja preživetja UV sevanja bakterije V. ruber v različnih fazah rasti (faza prilagoditve 

(črni kvadratki), zgodnja faza logaritemske rasti (črni trikotniki), pozna faza logaritemske rasti (beli 

trikotniki), stacionarna faza rasti (beli kvadratki). Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni 

odkloni (n ≥ 6). 

Figure 21: Survival curves of the wild type V. ruber with increasing intensity of UV stress as a function 

of bacterial physiological state: lag phase (black squares), early exponential phase (black triangles), 

late exponential phase (white triangles) and stationary phase (white squares). Data points represent 

average values and standard deviations (n ≥ 6). 

  

 

Preživetje divjega tipa bakterije V. ruber smo dodatno opisali tudi s parametroma F10 (doza 

sevanja, ki vodi do 90 % inaktivacije začetne populacije) (Moeller in sod., 2005) in IK 

(inaktivacijska konstanta) (Bauermeister in sod., 2009). Slednja podaja naklon krivulj 

preživetja. Ta dva parametra sta uporabna za primerjavo občutljivosti različnih bakterij na 

UV sevanje. 
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Preglednica 13: Vrednosti F10 in IK za bakterijo V. ruber WT. Podatki so prikazani kot povprečja in 

standardni odkloni (n ≥ 6). 

Table 13: F10 and IK values for V. ruber WT. Data represent average values and standard deviations (n ≥ 

6). 

Čas rasti (h) / faza rasti F10 (J/m
2
) IK (m

2
/J)· 10

-2
 

1 / prilagoditvena 11,3 ± 2,1 6,45 ± 0,56  

3 / prilagoditvena 12,0 ± 2,0 6,49 ± 0,35 

5 / zgodnja eksponentna 24,3 ± 3,1 4,86 ± 0,20 

8 / pozna eksponentna 80,7 ± 8,1 3,23 ± 0,07 

14 / stacionarna 70,3 ± 16,5 2,74 ± 0,22 

24 / stacionarna 88,3 ± 17,6 2,41 ± 0,11 

F10 = doza UV sevanja (J/m
2
), ki vodi do inaktivacije 90 % začetnega CFU. 

IK = inaktivacijska konstanta (m
2
/J), določena iz naklona ustrezne krivulje preživetja.  

F10 = fluence (J/m
2
) of UVC irradiation leading to a 90% inactivation of initial CFU. 

IK = inactivation constant (m
2
/J), determined from the slope of the respective fluence effect curve. 

 

 

Po izpostavitvi UV sevanju smo opazili dve stanji bakterijske odpornosti: občutljivo stanje 

(nizek F10) v fazi prilagajanja in v zgodnji eksponentni fazi rasti (1 in 3 ure stare celice) ter 

stanje odpornosti (visok F10) v pozni eksponentni fazi rasti in stacionarni fazi (celice stare 

najmanj 5 ur). Hiter preskok med stanjema se zgodi med 5 in 8 uro rasti, kar se ujema z 

začetkom sinteze prodigiozina (Slika 15, Slika 22). V zgodnjih fazah rasti sinteze 

prodigiozina ni oziroma je ni možno zaznati.  
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Slika 22: Relativni koeficient preživetja (beli kvadratki) ter koncentracija prodigiozina (črni 

kvadratki) v odvisnosti od časa rasti bakterije V. ruber. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni 

odkloni (n ≥ 6 za koeficient preživetja in n = 3 za koncentracijo prodigiozina). 

Figure 22: Relative inactivation constant (IC; white squares) and prodigiosin production (black 

squares) for the wild type V. ruber strain grown in PYE medium with 3 % (w/V) NaCl at 28 °C. Data 

points represent average values and standard deviations (n ≥ 6 for IC and n = 3 for pigment concentration). 

 

 

Vpliv pigmentacije na Maltuzijski fitnes z UV obsevanih celic je prikazan na Sliki 23. 

Odpornost obeh sevov je odvisna od faze rasti (časa inkubacije). Pri nižji dozi UV sevanja 

(Slika 23A) Maltuzijski fitnes naraste od -8 v fazi prilagajanja do -1 v stacionarni fazi rasti. 

Čeprav oba seva, tako pigmentirani, kot tudi nepigmentirani, kažeta podoben vzorec 

odpornosti proti UV sevanju, pa nastopi signifikantna razlika med obema sevoma, ko divji 

tip začne sintetizirati prodigiozin (okrog 5 ure rasti). Z višanjem doze UV sevanja se 

časovni interval, v katerem se preživetje obeh sevov signifikantno razlikuje, daljša, kar je 

nakazano s ravno črto na spodnjem delu grafa. Pri najvišji uporabljeni dozi UV sevanja 

(Slika 23C) je divji tip bistveno bolj odporen od nepigmentirane mutante, vendar le takrat, 

ko so celice pigmentirane. Posledično ima divji tip za približno 3 velikostne rede višji 

Maltuzijski fitnes kot mutanta. To pomeni, da pigmentirane celice približno 1000-krat 

bolje preživijo višje doze UV sevanja.  
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Slika 23: Maltuzijski fitnes bakterij V. ruber (črni simboli) in nepigmentirane mutante V. ruber (beli 

simboli) v različnih fazah rasti in po različnih dozah UV sevanja (A – 54 J/m
2
; B – 162 J/m

2
 in C – 324 

J/m
2
). Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n ≥ 6). Črte prikazujejo statistično 

signifikantne razlike (p ≤ 0,05). 

Figure 23: Malthusian fitness of the wild type V. ruber (black symbols) and the non-pigmented mutant 

(white symbols) in response to different UV fluences: 54 J/m
2
 (A), 162 J/m

2
 (B) and 324 J/m

2
 (C). Data 

represent average values and standard deviations (n ≥ 6). The horizontal line on the bottom of each chart 

represents statistically significant differences between the two tested strains (p ≤ 0,05). 
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Ko dodamo izoliran prodigiozin nepigmentirani mutanti, celice postanejo pigmentirane, 

najverjetneje zaradi prevzema pigmenta v celične membrane (Purkayatsha in Williams, 

1960). Z dodatkom prodigiozina lahko izboljšamo Maltuzijski fitnes nepigmentirane 

mutante (Slika 24). Ta efekt je odvisen od koncentracije prevzetega pigmenta. Ko je 

koncentracija prevzetega prodigiozina v mutanti enaka koncentraciji pigmenta v divjem 

tipu (18,4 mg/L), se njuna fitnesa izenačita.  
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Slika 24: Maltuzijski fitnes nepigmentirane mutante V. ruber po dodatku izoliranega prodigiozina iz 

divjega tipa po prejeti dozi sevanja 324 J/m
2
). WT – divji tip, BM- nepigmentirana mutanta, BM + X 

mg/L prevzetega pigmenta. Rezultati so prikazani kot povprečja in standarni odkloni (n ≥ 3). 

Figure 24: Malthusian fitness of the non-pigmented Vibrio sp. upon addition of the pigment extract. 

The non-pigmented mutant was grown for 8 hours and irradiated with 324 J/m
2
. WT - wild type, BM- 

non-pigmented mutant, BM + X mg/L of incorporated pigment. Data represent average values and standard 

deviations (n ≥ 3). 

 

Da bi preučili odnos med obema sevoma v UV stresu, smo ju gojili v kokulturah. Začetno 

razmerje med številom celic divjega tipa in nepigmentirane mutante je bilo 2:3. 

Nepigmentirana mutanta je prerasla divji tip, ko ni bilo UV stresa  (Slika 25). Ker bi lahko 

bila to posledica začetne prednosti v številu celic, smo eksperiment ponovili tako, da je 
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bilo razmerje v številu celic 5,5 : 4,5 v korist divjega tipa. Po 8 urah rasti je bilo razmerje 

3,9 : 6,1, kar ponovno prikazuje dominantnost nepigmentirane mutante.  
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Slika 25: Relativna zastopanost sevov V. ruber WT (sivi stolpci) in V. ruber BM (beli stoplci) gojenih v 

kokulturi in izpostavljenih različnim dozam UV sevanja. Podatki so prikazani kot povprečja in standardni 

odkloni (n = 3). 

Figure 25: Relative abundances of Vibrio WT and BM strains at the end of incubation with and without 

UV radiation. The initial ratio of the wild type V. ruber (grey columns) and the non-pigmented mutant 

(white columns) was 2:3. Data represent average values and standard deviations (n = 3). 

 

 

Z višanjem UV stresa se je razmerje v kokulturah spreminjalo. Preživetje nepigmentirane 

mutante se je nižalo z višanjem doze UV sevanja, medtem ko je divji tip postajal vse bolj 

dominanten (Slika 25). Na podlagi gojenja obeh sevov v monokulturah in kokulturah smo 

preračunali Maltuzijske fitnese (Preglednica 14).  
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Preglednica 14: Primerjava Maltuzijskega fitnesa divjega tipa in nepigmentirane mutante bakterije V. 

ruber v monokulturah in kokulturah. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n ≥ 3). 

Table 14: Comparison of Malthusian fitnesses of the wild type strain and non-pigmented mutant of V. 

ruber grown in monoculture and co-culture. Data represent average values and standard deviations (n ≥ 3). 

Bakterijski sev Doza UV sevanja (J/m
2
) 

54 162 324 

V. ruber WT v monokulturi -1,1 ± 1,1 -5,6 ± 0,6 -10,1 ± 0,6 

V. ruber WT v kokulturi -2,1 ± 0,7 -7,0 ± 1,1 -9,2 ± 0,2 

V. ruber BM v monokulturi -2,2 ± 0,2 -7,9 ± 0,5 -13,4 ± 0,5 

V. ruber BM v kokulturi -2,6 ± 0,7 -8,3 ± 0,7 -11,4 ± 0,0 

 

Pri nižjih dozah UV sevanja ni statistično signifikantnih razlik v Maltuzijskem fitnesu 

sevov v monokulturi ali v kokulturi. Z višanjem UV stresa pa se fitness nepigmentirane 

mutante bistveno zviša v kokulturah. Prav tako se rahlo zviša tudi fitness divjega tipa. Ker 

bi lahko prodigiozin ščitil pred UV tudi druge bakterije iz rodu Vibrio, smo testirali ko-

kulturo V. ruber WT in V. harveyi. Zanimivo je, da je po 8 urah rasti začetno razmerje v 

številu celic 1,3:1 prešlo v razmerje 13:1. Divji tip bakterije V. ruber je prerastel bakterijo 

V. harveyi, saj je bil fitness slednje 0,8 ± 0,8, medtem ko je imela bakterija V. ruber fitnes 

4,0 ± 0,1.  

 

4.2.2.4.2 Odpornost proti UV sevanju se zviša v viskoznih medijih 

 

Viskoznost se v naravi, kot tudi v laboratoriju zviša s prisotnostjo polimerov, najpogosteje 

s polisaharidi. V našem primeru smo uporabili hidroksietil celulozo, ki ima visoko 

absorpcijo v UV območju (Priloga E). Bakterijska seva V. ruber WT in BM smo gojili v 

monokulturi ali kokulturi v gojišču PKS s 3 % NaCl in viskoznostmi 0,8, 8,0 in 29,4 mPas. 

Določili smo fitnes celic po obsevanju s tremi različnimi dozami UV sevanja. 

Rezultati kažejo da se z višanjem viskoznosti fitnes obeh bakterij izboljšuje pri višjih 

dozah UV (162 in 324 J/m
2
), medtem ko pri najnižji dozi ni signifikantnih razlik. Ta 

rezultat lahko pripišemo absorpciji HEC v UV območju med 250 in 300 nm (Priloga E). 

Kljub temu pa je zaščitni efekt samega prodigiozina še vedno očiten, saj je fitnes divjega 

tipa signifikantno višji kot pri beli mutanti pri vseh viskoznostih in dozah. Statistično 

nesignifikantne razlike so le pri najnižji dozi sevanja.  
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Slika 26: Fitnes bakterije V. ruber (A) in njene nepigmentirane mutante (B) gojene v PKS 3 % NaCl 

mediju z viskoznostjo 0,8 mPas (beli stolpci), 8,1 mPas (beli šrafirani stolpci) in 29,4 mPas (sivi stolpci), 

ki so bile izpostavljene različnim dozam UV sevanja. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni 

odkloni (n = 3). 

Figure 26: Fitness of V. ruber (A) and its non-pigmented mutant (B) grown in PYE medium with 3 % 

NaCl and viscosities of 0,8 (white columns); 8,0 (white hatched columns) and 29,4 mPas (grey columns) 

that were exposed to different doses of UV radiation. Results are shown as averages and standard 

deviations (n = 3). 

Ker smo pokazali, da nepigmentirana mutanta lahko bolje preživi UV stres v prisotnosti 

divjega tipa (Preglednica 14), smo preverili kakšen je vpliv viskoznosti na ta pojav. Pri 

najvišji dozi UV sevanja nepigmentirana mutanta v kokulturi z divjim tipom preživi za 

vsaj 2 velikostna reda bolje (pri najvišji viskoznosti celo za 4 velikostne rede), medtem ko 

ima divji tip nižji fitnes, kot če je v kulturi sam (Preglednica 15). Ta odnos se zdi ali 

zajedavski ali altruističen, saj ima nepigmentirana mutanta korist na račun slabšega 

preživetja divjega tipa. Viskoznost je torej spremenil fitnes divjemu tipu, ki z višanjem 

viskoznosti slabše raste v kokulturah kot v čisti kulturi, kar je ravno obratno od 

nepigmentirane mutante. 
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Preglednica 15: Fitnesi bakterije V. ruber (WT) in njene nepigmentirane mutante gojene v PKS 3 % 

NaCl mediju z različnimi viskoznostmi v monokulturi ali kokulturi, ki so bile izpostavljene dozi UV 

sevanja 342 J/m
2
. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). Zvezdica pomeni 

statistično signifikantno razliko med fitnesom v monokulturi in kokulturi (α = 0,05). 

Table 15: Fitness of V. ruber and its non-pigmented mutant grown in PYE medium with 3 % NaCl with 

different viscosities in monoculture and co-cultures, that were exposed to 342 J m
-2

 of UV radiation. 

Results are shown as averages and standard deviations (n = 3). Asterisks denote statistically significant 

differences in fitness between monocultures and co-cultures (α = 0,05). 

Viskoznost 

(mPas) 

Fitnes bakterijskih celic 

V. ruber WT V. ruber BM 

monokultura kokultura monokultura kokultura 

0,8 -10,1 ± 0,6 -9,2 ± 0,2 -13,4 ± 0,5 -11,4 ± 0,0 * 

8,0 -7,0 ± 0,2 -8,7 ± 0,3 * -12,6 ± 1,2 -10,5 ± 0,1 * 

29,4 -3,7 ± 0,3 -5,1 ± 0,2 * -8,3 ± 0,4 -5,9 ± 0,7 * 

 

4.3 FIZIOLOGIJA IZBRANIH BAKTERIJ V RAZLIČNO VISKOZNIH MEDIJIH 

 

Vpliv viskoznosti na nekatere izbrane bakterijske seve smo preverjali v gojišču M9 z 

različnimi koncentracijami HEC. Izbrani so bili trije splošni modelni organizmi E. coli, B. 

subtilis in V. harveyi. Predvidevali smo, da bo na njihovo fiziologijo viskoznost medija 

signifikantno vplivala. Gojili smo jih pri optimalnih pogojih za njihovo rast, spreminjali pa 

viskoznost. Ob tem so nekateri drugi pomembni faktorji za rast, kot so pH, vodna aktivnost 

in koncentracija raztopljenega kisika s spreminjanjem koncentracije HEC ostali primerljivi 

(Priloga F). 

 

4.3.1 Viskoznost gojišč in bakterijskih kultur 

 

Viskoznost je pričakovano eksponentno naraščala z višanjem koncentracije HEC v gojišču 

(Preglednica 16, Priloga F). Izbrani bakterijski sevi med rastjo ne vplivajo na viskoznost 

rastnega medija, saj je viskoznost kultur po 24 urah inkubacije ostala primerljiva z začetno 
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viskoznostjo gojišča (Preglednica 16, Prilogi F in H). Testirani bakterijski sevi niso bili 

sposobni encimske razgradnje molekul HEC, saj se koncentracija redukcijskih koncev med 

inkubacijo ni spreminjala (Priloga G).  

 

 

Preglednica 16: Viskoznost sterilnih gojišč in bakterijskih kultur E. coli, B. subtilis in V. harveyi, ki so 

rasle 24 ur v minimalnem mediju M9 z različnimi koncentracijami HEC. Rezultati so prikazani kot 

povprečja in standardni odkloni (n ≥ 3). 

Table 16: Viscosity of sterile growth media and bacterial cultures of E. coli, B. subtilis and V. harveyi 

that were grown for 24 h in minimal M9 medium with different concentrations of HEC. Data are shown 

as averages and standard deviations (n ≥ 3). 

Koncentracija 

HEC (%) 

Viskoznost (mPas) 

Gojišče E. coli B. subtilis V. harveyi 

0 0,9 ± 0,01 0,9 ± 0,02 0,9 ± 0,1 0,9 ± 0,3 

0,2 2,4 ± 0,2 2,4 ± 0,2 1,7 ± 0,2 2,4 ± 0,4 

0,4 5,0 ± 0,5 5,0 ± 0,4 5,5 ± 1,5 5,0 ± 0,1 

0,5 7,5 ± 0,6 7,4 ± 0,6 8,7 ± 0,1 8,3 ± 0,9 

0,75 16,0 ± 0,7 16,1 ± 0,7 17,0 ± 0,6 17,3 ± 0,2 

1 26,5 ± 1,1 26,2 ± 0,8 30,0 ± 4,3 31,9 ± 6,6 

 

 

 

4.3.2 Rast in metabolna aktivnost 

 

Preverili smo kakšen je odziv izbranih bakterijskih sevov na povišano viskoznost v gojišču 

M9 pri pogojih, ki so za te seve običajno optimalni (temperatura, slanost in koncentracija 

glukoze). Hitrost rasti bakterije E. coli z višanjem viskoznosti ostaja enaka (p-vrednosti 

med 0,076 in 0,1721), pri najvišji viskoznosti pa pade (p-vrednosti glede na ostale testirane 

viskoznosti med 0,014 in 0,021). Metabolna aktivnost celic je najnižja pri najvišji testirani 

viskoznosti (Slika 27A).  

 

Bakterija B. subtilis se drugače odzove na povišano viskoznost rastnega medija (Slika 

27B). Razlik v hitrosti produkcije CO2 nismo zaznali (p-vrednosti med 0,179 in 0,997). 

Medtem ko je bila metabolna aktivnost konstantna pri vseh testiranih viskoznostih, pa 

hitrost rasti najprej narasla, nato pa se je spustila nazaj na nivo rasti pri najnižji 
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viskoznosti. Statistično značilno povišanje hitrost rasti smo opazili pri viskoznostih medija 

med 2,4 in 7,5 mPas (p-vrednosti glede na ostale viskoznosti medija so med 0,001 in 

0,047). Rezultati kažejo, da celice delujejo najbolj optimalno v območju viskoznosti med 

2,4 in 7,5 mPas, saj sta bili hitrost rasti in metabolna aktivnost celic v obeh ekstremnih 

viskoznostih primerljivi. 

 

Podoben odziv na povišano viskoznost medija kot smo ga opazili pri bakteriji V. ruber, 

smo opazili pri bližnjem sorodnik V. harveyi (Slika 27C). Hitrost rasti je bila podobna pri 

viskoznostih do 16,0 mPas, potem pa je statistično značilno padla (p-vrednosti glede na 

ostale viskoznosti med 0,003 in 0,026). Ob tem je metabolna aktivnost pri vseh 

viskoznostih višjih od 0,9 mPas signifikantno povišana (p-vrednosti glede na najnižjo 

viskoznost med 0,002 in 0,029). Pri obeh proučevanih bakterijah iz rodu Vibrio, se visoka 

viskoznost (nad 20 mPas) zdi stresna situacija.  
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Slika 27: Hitrost rasti in hitrost respiracije izbranih bakterijskih sevov gojenih v minimalnem M9 

gojišču z različnimi viskoznostmi. A – E. coli, B – B. subtilis, C – V. harveyi. Rezultati so prikazani kot 

povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 27: Growth rate and respiration rate of selected bacterial strains grown in minimal M9 medium 

at different viscosities. A - E. coli, B – B. subtilis, C - V. harveyi. Results are shown as averages and 

standard deviations (n = 3). 
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4.3.3 Pretok ogljika skozi centralne metabolne poti 

Pretok ogljika skozi centralne metabolne poti bakterij smo spremljali preko aktivnosti 

encimov fosfofruktokinaza, glukoza-6-fosfat dehidrogenaza in piruvat kinaza (Priloga I). 

Pri vseh bakterijskih sevih je bila najmanj aktivna fosfofruktokinaza, najbolj pa glukoza-6-

fosfat dehidrogenaza (Priloga I). Med posameznimi viskoznostmi ni bilo bistvenih razlik v 

aktivnosti fosfofruktokinaze in piruvat kinaze, med tem ko se je aktivnost GPD tako kot pri 

bakteriji V. ruber zvišala tudi pri bakteriji E. coli in V. harveyi (p-vrednosti 0,047 in 

0,001). Povišane aktivnosti GPD nismo opazili le pri bakteriji B. subtilis. Rezultati kažejo, 

da celice večino ogljika kanalizirajo skozi ED pot glikolize ali pot pentoze fosfata, z 

višanjem viskoznosti pa to postane še bolj izrazito. Edina bakterija, ki je v bolj viskoznih 

medijih imela povišano aktivnost PK in FFK, je bila V. harveyi (Priloga I3). 

0

2

4

6
 0,9 mPas

 2,4 mPas

 5,0 mPas

 7,5 mPas

 16,0 mPas

 26,5 mPas

re
la

ti
v
n

a
 a

k
ti
v
n

o
s
t 
e

n
c
im

a
 

g
lu

k
o

z
a

-6
P

-d
e

h
id

ro
g

e
n

a
z
a

bakterijski sev

E. coli B. subtilis V. harveyi

Slika 28: Aktivnost encima glukoza-6-fosfat dehidrogenaza v celičnih ekstraktih bakterij E. coli, B. 

subtilis in V. harveyi gojenih v M9 gojišču z različnimi viskoznostmi. Vrednosti so prikazane relativno 

glede na aktivnost encima pri najnižji viskoznosti. Črtkana linija predstavlja aktivnost pri najnižji 

viskoznosti. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odklon (n = 3).  

Figure 28: Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity of E. coli, B. subtilis and V. harveyi at different 

HEC concentrations normalized to the lowest HEC concentration (0 %). The dashed line represents 

activity at the lowest HEC concentration. Data are shown as averages and standard deviations (n = 3). 
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4.4 VPLIV VISKOZNOSTI NA ODNOSE MED BAKTERIJAMI 

 

Medvrstne interakcije med bakterijami so različne, pogosto pa jih narekujejo 

protibakterijske spojine, ki jih sintetizirajo nekateri sevi. Naša hipoteza je bila, da je odnos 

med izbranim sevom in pigmentirano bakterijo V. ruber WT odvisen od občutljivosti 

izbranega seva na prodigiozin. 

Zastopanost sevov v kokulturi je odvisna od občutljivosti sevov na prodigiozin (Slika 29), 

le-ta pa se zdi povezana s sorodnostjo izbranih sevov. Bakterije iz rodu Vibrio v kokulturah 

sobivajo, pri čemer ima bakterija V. ruber BM boljši fitnes kot bakterija V. harveyi. V 

ostalih kokulturah je odnos antagonističen, saj prisotnost divjega tipa ali mutante bakterije 

V. ruber, povzroči negativen fitnes bakterij E. coli, B. subtilis in Bacillus sp. Glede na to, 

da je fitnes teh sevov v kokulturi z divjim tipom bakterije V. ruber statistično signifikantno 

nižji (p-vrednosti 0,050, 0,006 in 0,039) kot v kokulturah z V. ruber BM, lahko razliko 

pripišemo protibakterijski aktivnosti prodigiozina. Koncentracija prodigiozina v kokulturah 

ni bila enaka (Priloga J), kar kaže, da so sevi različno občutljivi na pigment. 
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Slika 29: Fitnesi izbranih bakterijskih sevov gojenih 20 ur v kokulturi z bakterijo V. ruber WT (sivi 

stolpci) ali V. ruber BM (beli stolpci). Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 29: Fitness of selected bacterial strains grown in co-cultures for 20 h with V. ruber WT or V. 

ruber BM (white columns). Results are shown as averages and standard deviations (n = 3). 
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Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) se uporabljaja pri določanju občutljivosti 

bakterij na antibiotike. Ker lahko prodigiozin smatramo kot protibakterijski agens smo za 

izbrane seve določili MIK, MIK50 in MBK vrednosti (Preglednica 17) ter jih primerjali s 

koncentracijo pigmenta, ki jo je bakterija V. ruber WT proizvedla v kokulturah s temi sevi. 

Koncentracija prodigiozina v kokulturi bakterij V. ruber WT in V. ruber BM je bila 

bistveno nižja od MIK vrednosti za nepigmentirano mutanto, kar pojasnjuje dobro rast in 

visok fitnes (Slika 29). Pri bakteriji V. harveyi je bilo v kokulturah približno enako 

pigmenta kot je potrebnega za inhibicijo tega seva, vendar pa je vseeno imel rahlo 

pozitiven fitnes. Predvidevamo, da niso vse celice dobile zadostne doze za inhibicijo, in so 

se lahko dalje razmnoževale. Oba seva iz rodu Bacillus sta imela MIK vrednost 

signifikantno nižjo kot je bila izmerjena koncentracija prodigiozina v kokulturah, kar je 

skladno z negativnim fitnesom. V kokulturi z bakterijo E. coli je bakterija V. ruber WT 

proizvedla malo manj pigmenta kot je MIK vrednost, torej bi morala bakterija E. coli imeti 

pozitiven fitnes. Odsotnost le-tega kaže, da so verjetno udeleženi še dodatni 

protibakterijski mehanizmi. 

 
Preglednica 17: MIK, MIK50 in MBK vrednosti za prodigiozin za izbrane bakterijske seve. Rezultati so 

podani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Table 17: MIC, MIC50 and MBC values of prodigiosin for selected bacterial strains.  Results are shown 

as averages and standard deviations (n = 3). 

Bakterijski sev MIK (µg/mL) MIK50 (µg/mL) MBK (µg/mL) 

V. ruber BM ≥ 236,4 ± 14,3 141,2 ± 7,5 ≥ 236,4 ± 14,3 

V. harveyi 29,6 ± 1,8 0,5 ± 0,05 236,4 ± 14,3 

E. coli 73,9 ± 4,5 2,8 ± 0,2 ≥ 236,4 ± 14,3 

B. subtilis 1,9 ± 0,1 0,1 ± 0,005 1,9 ± 0,1 

Bacillus sp.  3,7 ± 0,2 0,1 ± 0,005 3,7 ± 0,2 

 

Ker viskoznost lahko vpliva na potek interakcij med različnimi bakterijskimi sevi gojenimi 

v kokulturah, zato smo na podlagi literature in predhodno pridobljenih rezultatov 

(Preglednica 15) predvidevali, da bo: 

- viskoznost spremenila odnose med bakterijo V. ruber in bakterijami, s katerimi 

sobiva, ter 

- da se z naraščajočo viskoznostjo protibakterijsko delovanje pigmenta zmanjšuje.  
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4.4.1 Vpliv viskoznosti na kokulturo bakterij V. ruber WT in V. ruber BM 

 

Bakterija V. ruber BM je sposobna prerasti bakterijo V. ruber WT v neposredni 

kompeticiji za hranila, kar je še posebej izrazito po 20 urah rasti v kokulturah (Slika 29). 

Razlog za to je najverjetneje pigmentacija divjega tipa, za katero potrebuje energetski 

vložek, nepigmentirana mutanta pa tega stroška nima. Glede na vrednosti MIK in MBK 

(Preglednica 17) sobivanje obeh sevov ni nepričakovano, saj imata oba seva kažeta 

imunost na prodigiozin kot antibakterijski agens. Ob povišani viskoznosti medija pa 

statistično značilnih razlik v fitnesih obeh sevov ni, kar pomeni, da lahko oba seva enako 

učinkovito dostopata do hranil, kot tudi, da se strošek pigmentacije pri višjih viskoznostih 

ne pozna več. Divji tip je proizvedel približno 1,5 do 2,2-krat manj pigmenta kot pri 

najnižji viskoznosti gojišča (17,8 mg/L) (Priloga J).  
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Slika 30: Fitnes bakterije V. ruber WT (sivi stolpci) in njene nepigmentirane mutante (beli stolpci) po 

20 urah rasti v kokulturi z začetnim razmerjem nacepljanja 2:1 (V:V) v korist divjega tipa. Rezultati so 

prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 30: Fitness of V. ruber WT (grey columns) and its non-pigmented mutant (white columns) after 

20 h of growth in co-cultures with initial inoculum ratio 2:1 (V:V) in the favour of the wild type. 

Results are shown as averages and standard deviations (n = 3). 
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4.4.2 Vpliv viskoznosti na kokulturo bakterij V. ruber WT in V. harveyi 

 

Bakterija V. harveyi je občutljiva na prodigiozin kot protibakterijsko učinkovino, vendar pa 

je bila koncentracija pigmenta potrebna za inhibicijo celotne populacije (Preglednica 17) 

višja od koncentracije prodigiozina v kokulturah z divjim tipom bakterije V. ruber. Z 

višanjem viskoznosti se fitnes bakterije V. harveyi izboljšuje od 1,3 pri najnižji viskoznosti 

do 2,2 pri najvišji (p-vrednosti med 0,029 in 0,0005), kar pomeni, da preživi približno 10-

krat več celic. Fitnes bakterije V. ruber WT je ostal približno enak in je v rangu med 4,6 in 

5 (p-vrednosti med 0,24 in 0,82).  

 

0

1

2

3

4

5

6

fi
tn

e
s

viskoznost (mPas)

0,8 1,3 2,4 8,0 29,4

 

Slika 31: Fitnes bakterije V. ruber WT (sivi stolpci) in bakterije V. harveyi (beli stolpci) po 20 urah rasti 

v kokulturi z začetnim razmerjem nacepljanja 2:1 (V:V) v korist bakterije V. harveyi. Rezultati so 

prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 31: Fitness of V. ruber WT (grey columns) and V. harveyi (white columns) after 20 h of growth in 

co-cultures with initial inoculum ratio 2:1 (V:V) in the favour of V. harveyi. Results are shown as 

averages and standard deviations (n = 3). 
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4.4.3 Vpliv viskoznosti na kokulturo bakterij V. ruber WT in E. coli 

 

Koncentracija prodigiozina v kokulturah z bakterijo V. ruber je pri vseh viskoznostih nižja 

od vrednosti MIK, kar pomeni, da za popolno inhibicijo rasti bakterije E. coli ni dovolj 

pigmenta. Izrazito negativni fitnes bakterije E. coli se ni spremenil signifikantno z 

višanjem viskoznosti medija (p-vrednosti med 0,09 in 0,29) in je bil v rangu med -5,2 in -6 

(Slika 32). To se je zgodilo kljub temu, da je bila koncentracija prodigiozina bistveno 

manjša pri višjih viskoznostih – za 2,2 do 3,8-krat (Priloga J). Način, s katerim prodigiozin 

ustavi rast in razmnoževanje bakterije E. coli v čistih kulturah, smo določali z 

eksperimenti, ki so opisani v poglavju 4.5. 
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Slika 32: Fitnes bakterije V. ruber WT (sivi stolpci) in bakterije E. coli (beli stolpci) po 20 urah rasti v 

kokulturi z začetnim razmerjem nacepljanja 2:1 (V:V) v korist bakterije E. coli. Rezultati so prikazani 

kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 32: Fitness of V. ruber WT (grey columns) and E. coli (white columns) after 20 h of growth in co-

cultures with initial inoculum ratio 2:1 (V:V) in the favour of E. coli. Results are shown as averages and 

standard deviations (n = 3). 
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4.4.4 Vpliv viskoznosti na kokulturo bakterij V. ruber WT in B. subtilis 

 

Bakterija B. subtilis je v kokulturi z bakterijo V. ruber imela izrazito negativen fitnes, ki se 

je zvišal pri višjih viskoznostih za približno rang in pol iz -5,84 na -4,35 (p-vrednost 

0,0097), kar pomeni, da je preživelih celic med 10 in 100-krat več pri najvišji viskoznosti 

(Slika 33). Podobno kot pri kokulturah bakterij V. ruber in E. coli viskoznost ne vpliva na 

tip odnosa, ki ostaja antagonističen. Čeprav imata oba seva v čistih kulturah enak fitnes, pa 

je v kokulturah bakterija V. ruber WT je dominantna (fitnes nad 5), najverjetneje na račun 

protimikrobne aktivnosti prodigizina (Preglednica 17). 
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Slika 33: Fitnes bakterije V. ruber WT (sivi stolpci) in bakterije B. subtilis  (beli stolpci) po 20 urah 

rasti v kokulturi z začetnim razmerjem nacepljanja 3:1 (V:V) v korist bakterije B. subtilis. Rezultati so 

prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 33: Fitness of V. ruber WT (grey columns) and B. subtilis (white columns) after 20 h of growth in 

co-cultures with initial inoculum ratio 3:1 (V:V) in the favour of B. subtilis. Results are shown as 

averages and standard deviations (n = 3). 
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4.4.5 Vpliv viskoznosti na kokulturo bakterij V. ruber WT in Bacillus sp. 

 

Bakterija V. ruber ima v kokulturah z bakterijskim sevom, ki spada v rod Bacillus in je bil 

izoliran iz istega okolja ob istem času (Stopar in sod., 2004; Starič in sod., 2010), bistveno 

prednost kot je razvidno iz Slike 34. Viskoznost podobno kot v drugih kokulturah ni imela 

vpliva na fitnes bakterije V. ruber WT. Bakterija Bacillus sp. ima po drugi strani negativen 

fitnes, za katerega se zdi, da se z višanjem viskoznosti izboljšuje, vendar pa so napake 

dokaj velike in rezultati niso signifikantno različni (p-vrednosti med 0,08 in 0,66).  
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Slika 34: Fitnes bakterije V. ruber WT (sivi stolpci) in bakterije Bacillus sp. (beli stolpci) po 20 urah 

rasti v kokulturi z začetnim razmerjem nacepljanja 3:1 (V:V) v korist bakterije Bacillus sp. Rezultati 

so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 34: Fitness of V. ruber WT (grey columns) and Bacillus sp. (white columns) after 20 h of growth 

in co-cultures with initial inoculum ratio 3:1 (V:V) in the favour of Bacillus sp. Results are shown as 

averages and standard deviations (n = 3). 
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4.5 MEHANIZEM PROTIBAKTERIJSKEGA DELOVANJA PRODIGIOZINA NA 

BAKTERIJO ESCHERICHIA COLI 

 

Določanje mehanizma protibakterijske aktivnosti na bakterijo E. coli smo izvajali v gojišču 

LB pri 37 °C, saj so to optimalni pogoji za rast te bakterije, ki ne predstavljajo dodatnega 

stresa za celice. Bakterijo E. coli smo tretirali s prodigiozinom, ki ga proizvaja bakterija V. 

ruber, in določili MIK, MBK in MIK50. Minimalna inhibitorna koncentracija pri teh 

pogojih je približno 103,4 µg/mL, med tem ko 50 odstotno zaustavitev rasti dosežemo že z 

koncentracijo 7,5 µg/mL. Minimalna baktericidna koncentracija je višja od 240 mg/L, 

vendar pa se pri tej koncentraciji kaže tudi že vpliv topila (primerno redčen 96 % etanol) 

na rast bakterije E. coli. Za nadaljnje eksperimente smo bakterijo E. coli tretirali z 10, 60 in 

120 µg/mL prodigiozina, kar predstavlja približne vrednosti MIK50, MIK in vmesno 

koncentracijo, ki je približno enaka koncentraciji pigmenta v kokulturah (Slika 35). 

 

V kolikor je bil prodigiozin dodan ob inokulaciji bakterije E. coli v sveže gojišče, rasti 

nismo opazili. Zato smo celice v nadaljnjih eksperimentih tretirali v sredini eksponentne 

faze raste. Ko je bila koncentracija prodigiozina pod vrednostjo MIK (10 in 60 µg/mL) se 

je hitrost rasti znižala, vendar pa sama rast ni bila ustavljena (Slika 35A, Slika 35B). V 

primeru tretmaja s 60 µg/mL prodigiozina se je rast bakterije E. coli ustavila za dve uri 

(Slika 35B). Pri tretmaju s koncentracijo prodigiozina nad MIK vrednostjo (120 µg/mL) se 

je rast bakterije E. coli popolnoma ustavila (Slika 35C). Hkrati se število celic ni več 

spreminjalo in je ostalo enako kot v času tretmaja s pigmentom.  
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Slika 35: Rastne krivulje bakterije E. coli tretirane z etanolom (beli kvadratki) in 10 (A), 60 (B) in 120 

µg/mL (C) prodigiozina (črni kvadratki). Puščice predstavljajo točko tretmaja. Rezultati so prikazani kot 

povprečja in standardni odkloni (n = 3).  

Figure 35: Growth curves of E. coli treated with ethanol (open symbols) and 10 (A), 60 (B) and 120 

µg/mL (C) prodigiosin (filled symbols). Arrows represent the point of treatment. Data are represented as 

averages and standard deviations (n = 3). 

 

Zvišanje optične gostote takoj po dodatku pigmenta lahko pripišemo dodatku visoke 

koncentracije prodigiozina, ki pa so ga celice E. coli kasneje prevzele. Koncentracija 

prevzetega pigmenta je odvisna od koncentracije dodanega pigmenta. V prvih 5 urah po 

tretmaju so celice prevzele 22,5 µg/mL oziroma 41,1 µg/mL, ko je bilo dodanega 60 
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oziroma 120 µg/mL prodigiozina. Proces prevzema ni aktiven, saj lahko neaktivne 

(avtoklavirane celice) prav tako prevzamejo pigment (Slika 36).  
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Slika 36: Prevzem prodigiozina aktivnih (živih) in neaktivnih (avtoklaviranih) celic E. coli po 5 urah 

tretmaja z 120 µg/mL prodigiozina. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Figure 36: Incorporated prodigiosin by viable and non-viable E. coli cells after 5 h of treatment with 

120 µg/mL of prodigiosin. Data are represented as averages and standard deviations (n = 3). 

 

Ker se prodigiozin najverjetneje vključi v membrane celic (Purkayatsha in Williams, 1960; 

Williams in Quadri, 1980; Williamson in sod., 2006), bi lahko vplival na intaktnost le-teh. 

S testom viabilnosti BacLight smo pokazali, da ima velika večina s prodigiozinom 

tretiranih celic intaktne membrane na podlagi katerih lahko sklepamo, da so celice viabilne 

(Slika 37).  
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Slika 37: Fotografije celic E. coli tretiranih z etanolom (levo) in prodigiozinom (desno) pod invertnim 

fluorescenčnim mikroskopom s fluorescenčnimi filtri za zeleno fluorescentno barvilo SYTO 9 in rdeče 

fluorescentno barvilo propidijev iodid. Zeleno obarvane celice so žive (intaktne membrane) in rdeče 

obarvane celice so nežive (poškodovane membrane). 

Figure 37: Photographs of E. coli cells treated with ethanol (left) and prodigiosin (right) under inverted 

fluorescence microscope with fluorescence filters for green fluorescent SYTO 9 and red fluorescent 

propidium iodide. Green cells are viable (intact membranes) and red cells are dead (disintegrated 

membranes). 

 

 

Tretma s prodigiozinom je povročil, da je število celic manjše kot v kontroli, obenem pa so 

te celice daljše. Po 21,5 urah tretmaja, so z etanolom tretirane celice dolge 1,9 ± 0,2 µm, 

medtem ko so s prodigiozinom tretirane celice dolge 3,6 ± 0,4 µm long. V splošnem je 

podaljšanje celic značilno za indukcijo SOS odziva, ki je povezan s poškodbami DNK v 

bakterijskih celicah (Radman, 1974). Čeprav v evkariontskih celicah lahko poškoduje 

DNK (Ohkuma in sod, 1998; Seganish in Davis, 2005; Williamson in sod, 2006; Regourd 

in sod, 2007; Pandey in sod, 2009), pa prodigiozin ni povzročil vidnih poškodb 

kromosomske DNK bakterije E. coli. Skladno s tem se tudi SOS odziv ni aktiviral, saj so 

celice s poročevalsko fuzijo gena sulA z genom za gfp (McCool in sod., 2004) ostale 

nefluorescentne.  

 

Celično dihanje preko določanja nastalega CO2 je indikator celokupne metabolne 

aktivnosti bakterijskih celic. Kontrolne celice imajo tipičen profil produkcije CO2, ki je 

odvisen od rasti, medtem ko imajo s prodigiozinom tretirane celice metabolno aktivnost 

znižano (Slika 38). Na koncu inkubacije je količina nastalega CO2 približno 4-krat nižja 

kot v kontroli.  
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Slika 38: Produkcija CO2 celic E. coli, ki so bile tretirane z 120 mg/L prodigiozina (črni kvadratki) ali 

etanolom (svetlo sivi kvadratki). Produkcija CO2 netretiranih celic E. coli (kontrola) je predstavljena z 

belimi kvadratki. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 4). 

Figure 38: Production of CO2 by E. coli treated with 120 µg/mL of prodigiosin (filled symbols) and 

ethanol (open symbols). Arrow represents the point of treatment. Data are represented as averages and 

standard deviations (n = 4). 

 

Da bi nadalje določili mehanizem delovanja prodigiozina, smo preverili občutljivost 

bakterije E. coli na različne antibiotike. Občutljivost je lahko odvisna od metabolne 

aktivnosti celic in dostopnosti metabolnih intermediatov (Allison in sod., 2011), nižja 

metabolna aktivnost pa bi lahko povzročila višjo odpornost proti antibiotikom. Bakterijo E. 

coli smo predtretirali s prodigiozinom oziroma etanolom in izpostavili različnim 

antibiotikom – ampicilin, eritromicin, kanamicin in fleomicin. 
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Slika 39: Preživetje tretmaja z izbranimi antibiotiki bakterije E. coli, ki je bila predtretirana z 

etanolom (EtOH) oziroma 120  μg/mL prodigiozina (PG). Testirane koncentracije antibiotikov so bile 100 

μg/mL ampicilin (A), 100 μg/mL eritromicin (B) 100 μg/mL kanamicin (C) in 5 μg/mL fleomicin (D). Os y 

se med posameznimi deli grafa razlikuje. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

Zvezdice predstavljajo statistično signifikantne razlike med predtretmajem z etanolom in prodigiozinom (α = 

0,05). 

Figure 39: Antibiotic treatment survival of E. coli cells pretreated with ethanol (EtOH) or 120 μg/mL 

prodigiosin (PG). Tested antibiotic concentrations were 100 μg/mL ampicillin (A), 100 μg/mL erythromycin 

(B) 100 μg/mL kanamycin (C) and 5 μg/mL phleomycin (D). Note the difference in y-axis ranges. Data are 

shown as averages and standard deviations (n = 3). Asterisks represent statistically significant differences 

between ethanol and prodigiosin pretreatment (α = 0,05). 

 

Kot je razvidno iz Slike 39 predtretma s prodigiozinom vpliva na preživetje 

izpostavljenosti različnim antibiotikom. V primeru eritromicina preživi približno 80 % 

celic, ki so bile predtretirane s pigmentom, medtem ko je preživelo le približno 40 % celic 

v kontroli (Slika 39B). Izboljšanje preživetja je statistično signifikantno (p-vrednost = 

0,038). Podobno je bilo tudi pri tretmaju s kanamicinom, le da je bilo splošno preživetje 

slabše, pri čemer je le 1,5 % celic predtretiranih s prodigiozinom preživelo tretma s 
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kanamicinom (Slika 39C). Kljub temu je to približno 10-krat boljše preživetje kot pri 

kontrolnih celicah (p-vrednost = 0,006). Majhen a signifikantnen (p-vrednost = 0,002) je 

imel prodigiozin na preživetje tretmaja z ampicilinom, ki je bil najbolj učinkovit med 

izbranimi antibiotiki. Preživelo je manj kot 0,05% celic (Slika 39A). Edini antibiotik, na 

delovanje katerega prodigiozin ni imel vpliva (p-vrednost = 0,062) je bil fleomicin (Fig. 

6D), kar je skladno z odsotnostjo poškodb DNK in indukcije SOS odziva.  

 

Čeprav bi lahko prodigiozin deloval na bakterijske celice tudi tako, da povzroči lizo (Starič 

in sod., 2010), rezultati kažejo, da celice E. coli le inhibira. Glede na MBC vrednost za to 

bakterijo smo bili z uporabljenimi koncentracijami pod minimalno koncentracijo potrebno 

za baktericidno delovanje. Ko smo celice precepili v sveže gojišče brez prodigiozina, so le-

te lahko normalno rasle. Prodigiozin je deloval bakteriostatično na E. coli, vendar pa 

razvoja odpornosti nismo opazili. Ob vsakem tretmaju s pigmentom se je rast in 

razmnoževanje celic ustavila, ob precepitvi v sveže gojišče pa so celice ponovno delovale 

normalno (Priloga K). Fitnes celic tretiranih s pigmentom po 21,5 urah je ostal enak kot v 

prejšnjih ciklih tretmaja (Priloga K), kar kaže, da E. coli ni bila sposobna razviti odpornosti 

proti prodigiozinu. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

Celuloza in njeni derivati so polimeri, ki se pogosto uporabljajo za zviševanje viskoznosti 

bakterijskih rastnih medijev. Hidroksietil celulozo (HEC), ki se v industriji uporablja kot 

gostilo, smo uporabili za manipulacijo viskoznosti rastnih medijev. Pomembno je, da jo 

izbrani proučevani bakterijski sevi encimsko ne razgradijo ter je posledično ne morejo 

uporabljati kot vir ogljika. Kot kažejo rezultati prisotnost HEC nima vpliva na 

koncentracijo raztopljenega kisika, pH ali vodno aktivnost (Preglednica 4, Priloga F). 

Vpliv viskoznosti na fiziologijo bakterij smo omejili na rang velikosti med 0,8 in 29,4 

mPas (pri 1000 s
-1

), kar predstavlja okolja s srednjo viskoznostjo. Destilirana voda ima pri 

20 °C viskoznost 0,8 mPas, medtem ko lahko viskoznost morske vode variira med 0,8 in 

1,8 mPas v odvisnosti od temperature (Fofonoff, 1962). Viskoznost biofilmov je po drugi 

strani bistveno višja, in je med 1 Pas vse do 10
8
 Pas (Cheong in sod., 2009; Hall-Stoodley 

in sod., 2004). Srednje viskozne tekočine so na primer človeški mukus, slina ali solze, ki so 

približno 100-krat bolj viskozne od vode (Cone, 1999; Lai in sod., 2009). Do sedaj v 

literaturi viskoznost kot faktor okolja, ki vpliva na bakterije, še ni bila sistematično 

proučevana. 

 

V doktorski nalogi smo si za cilj zastavili pokazati, da: 

- viskoznost pomembno vpliva na fiziološki status bakterij iz različnih bakterijskih 

rodov, 

- je prodigiozin bakterije V. ruber UV zaščitno barvilo, ki izboljša preživetje divjega 

tipa, kot tudi nepigmentirane mutante te bakterije, 

- na sintezo prodigiozina vpliva viskoznost, medcelična komunikacija, metabolni 

status celic ter koncentracija razpoložljivih intermediatov za sintezo pigmenta, 

- viskoznost vpliva na odnose med različnimi bakterijami, ki so v kokulturi. 

 

Rezultati kažejo, da je potrebno viskoznost rastnega medija obravnavati kot pomemben 

dejavnik okolja, ki lahko vpliva tako na rast in metabolizem različnih bakterij, kot tudi na 

odpornost proti UV stresu ter občutljivost bakterij na protibakterijsko aktivne molekule. 
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5.1 VPLIV VISKOZNOSTI NA FIZIOLOGIJO BAKTERIJE VIBRIO RUBER 

 

S spreminjanjem viskoznosti medija smo lahko vplivali na primarni in sekundarni 

metabolizem bakterije Vibrio ruber. Celice so bile pri višjih viskoznostih v stresu, na kar 

kaže povišana metabolna aktivnost ob nespremenjeni hitrosti rasti (slika 7 in 11). Višja 

produkcija CO2 je najverjetneje posledica povišane dehidrogenazne aktivnosti (Creach in 

sod., 2003; Danevčič in Stopar, 2011; Roy in Packard, 2001). Slednja je globalni fiziološki 

parameter, ki je odvisen od mikrobnega metabolizma v glikolizi, ciklu citronske kisline in 

elektronski transportni verigi. Pretok ogljika skozi različne glikolitične poti smo spremljali 

preko aktivnosti posameznih encimov udeleženih pri vstopu v glikolizo (FFK), vstopu v 

pot pentoze fosfata (GPD) in prehodu iz glikolize v cikel citronske kisline (PK). Medtem 

ko se aktivnost encimov PK in FFK ni bistveno spremenila, pa je bila aktivnost GPD 

bistveno višja v celicah, ki so rasle pri visoki viskoznosti. Na podlagi tega sklepamo, da je 

pretok ogljika skozi pot pentoze fosfata povišan. Ta proces zagotavlja celici redukcijske 

ekvivalente in ogljikove intermediate za biosintezo. Čeprav se lahko pot pentoze fosfata 

nadaljuje tudi v CCK, rezultati kažejo, da temu ni tako, kot je razvidno iz aktivnosti 

encima PK, ki je manj aktiven od encima GPD. Večji pretok ogljika skozi pot pentoze 

fosfata lahko tudi razloži povišanje nastajanja CO2 pri višjih viskoznostih. Podoben odziv 

na nivoju povišane aktivnosti poti pentoze fosfata in nekaterih encimov udeleženih v CCK 

so opazili v viskoznih biofilmih bakterij P. aeruginosa in S. aureus (Sauer, 2002; Resch in 

sod., 2005). 

 

Prodigiozin je sekundarni metabolit, ki je biosintetsko kontroliran s QS (Thomson in sod., 

2000; Coulthurst in sod., 2004; Danevčič in Stopar, 2009), proces, na katerega lahko 

sprememba viskoznosti bistveno vpliva. Zvišanje viskoznosti je spremenilo dinamiko 

sinteze pigmenta ter tudi sam začetek sinteze le-tega (Sliki 13 in 15, Preglednici 6 in 15). 

Za aktivacijo QS sistema je potrebna kritična koncentracija signalnih molekul, ki pa je pri 

višjih viskoznostih verjetno dovolj, saj so celice kumulativno proizvedle približno 6-krat 

več signalov pri viskoznostih 8,0 in 29,4 mPas. Razlike v začetku sinteze prodigiozina 

nakazujejo na možnost, da so poleg QS prisotni tudi drugi načini regulacije sinteze 

pigmenta. Sinteza prodigiozina zahteva dostopnost prekurzorjev, kot so L-prolin, L-serin, 

S-adenozilmetionin in 2-oktenal (Quadri in Williams, 1973; Wassermann in sod., 1973; 

Williamson in sod., 2006). Ker niso bili prisotni v minimalnem mediju, so jih morale celice 

sintetizirati de novo. Poleg tega mora biti na razpolago še dovolj redoks ekvivalentov 

(Trutko in Akimenko, 1989). Prekurzorji in redoks ekvivalenti nastajajo v metabolnih 

procesih, ki pa so v času pred začetkom intenzivne pigmentacije nižji pri višji viskoznosti. 
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Pomanjkanje ključnih gradnikov pigmenta, kot smo ga opazili pri aminokislini L-prolin 

(Preglednica 8), lahko prepreči začetek sinteze prodigiozina kljub potencialno zadostni 

koncentraciji signalnih molekul. Rezultati kažejo, da eksogeno dodajanje L-prolina in L-

metionina lahko premakne začetek pigmentacije na zgodnejši čas (Slika 14), vendar pa ne 

doseže časa pri najnižji viskoznosti. Zato sklepamo, da je pri tem procesu ključnih še nekaj 

drugih molekul. Ena izmed teh bi lahko bila celična energija v obliki ATP (Slika 14), ki 

zviša končno količino nastalega pigmenta, vendar pa ne vpliva pa na dinamiko 

pigmentacije. Natančna regulacija sinteze rdečega pigmenta je namenjena preprečevanju 

nepotrebnega porabljanja energije v situacijah, ki niso ugodne za rast celic (Starič in sod., 

2010; Williamson in sod., 2006). Rezultati kažejo, da je eden od takih okoljskih stresov 

povišana viskoznost, saj se intenzivnost metabolizma poviša, sinteza nenujnih 

sekundardnih metabolitov kot je prodigiozin pa zniža. Tak odziv na nivoju sekundarnega 

metabolizma so opazili tudi pri glivah iz rodu Aspergillus, ki so bile gojene v mediju z 

želatino kot sredstvom za manipulacijo viskoznosti (Huang in sod., 2009; Kapetanakou in 

sod., 2011), kjer se je zmanjšala produkcija ohratoksina.  

 

V kombinaciji z drugimi dejavniki okolja, kot sta temperatura in slanost, ki se v naravnem 

okolju bakterije V. ruber nenehno spreminjata, predstavlja povišana viskoznost povečan 

stres za celice. To sklepamo podlagi rezultatov učinkovitosti delovanja celic, ki je bila 

izračunana kot razmerje med hitrostjo rasti in aktivnostjo metabolizma. Nižja učinkovitost 

delovanja pri temperaturi 38 °C in viskoznostih nad 8,0 mPas kaže, da morajo celice biti 

bolj metabolno aktivne za vzdrževanje hitrosti rasti. Pridobljeni rezultati (Slika 16) 

govorijo v prid hipotezi, da višja temperatura v kombinaciji s povišano viskoznostjo 

predstavlja večji stres kot samo povišana viskoznost. Tudi v viskoznih medijih z 

neoptimalno slanostjo bakterija V. ruber ne deluje optimalno (Slika 18), kar se je poznalo 

tudi na nosilnosti okolja (Sika 19). Spremembe v temperaturi in slanosti zahtevajo od celic 

številne prilagoditve na nivoju sestave celične membrane ali izenačevanju koncentracije 

soli znotraj in zunaj bakterijske celice (Oren, 2001; Madigan in Martinko, 2004; Danevčič, 

2006; Ivančič in sod., 2009; Ivančič, 2012). Če k temu pridružimo še povišano slanost, je 

to dodaten stres za celice. Ti procesi zahtevajo znaten energetski vložek (Danevčič, 2006), 

kar se je odražalo na tako na nivoju učinkovitosti delovanja, kot tudi na sintezi 

prodigiozina (Tabeli 11 in 12). 

 

V medijih z višjo viskoznostjo bakterija V. ruber očitno porablja celično energijo za druge, 

bolj kritične procese. Eden izmed teh je vzdrževanje gibljivosti, ki je pri višjih 

viskoznostih za paličaste bakterije zmanjšana (Schneider in Doetsch, 1974; Ferrero in Lee., 
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1988; Shigematsu in sod., 1998). Nekatere bakterije iz rodu Vibrio lahko celo spremenijo 

tip običkanosti iz polarnega v lateralnega (Schneider in Doetsch, 1974; Greenberg in 

Canale-Parola, 1977; Belas in sod., 1986; Ferrero in Lee, 1988; Atsumi in sod., 1996), 

vendar pa se to pri našem sevu ne zgodi (Preglednica 5). Ker je že samo poganjanje bička 

energetsko zahteven proces (Atsumi in sod., 1992; Kojima in sod., 1999) je možno, da 

celice investirajo energijo v zagotavljanje mobilnosti, s čimer lahko pridejo do hranil. Brez 

gibanja celice lahko porabijo hranila, ki jih pridobijo z difuzijo. Ker je difuzija počasen 

proces na večjih prostorskih skalah, potem ne morejo nadaljevati z rastjo. Da se to ne bi 

zgodilo, se morajo premakniti na drugo točko, kar pa terja signifikanten energetski vložek 

(Atsumi in sod., 1992; Kojima in sod., 1999).  

 

Aktivno gibanje celic bi tudi lahko povzročilo spremembe v viskoznosti gojišča (Sokolov 

in Aranson, 2009) (Slika 8). Poleg tega bi lahko na viskoznost vplivale tudi majhne 

molekule, kot so amino kisline in enostavni sladkorji ter v mediju prisotni ioni 

(Mazurkiewitz in sod., 2001; Parker in sod., 1996; Tang in sod., 2005). Bakterije lahko 

aktivno vplivajo tudi na spremembe viskoznosti biofilmov z izločanjem kloridov, kelatov 

in uree (Chen in Stewart, 2002). Nekatere od teh molekul bi lahko bile prisotne tudi v 

okolici celic V. ruber, kar bi spremenilo optimalno konformacijo hidroksietil celuloze in 

znižalo viskoznost rastnega medija v odsotnosti encimske razgradnje le-te (Slika 9). 

Dokončnega odgovora na to vprašanje še nimamo. 

 

 

 

5.2 PRODIGIOZIN ŠČITI BAKTERIJO VIBRIO RUBER PRED UV SEVANJEM 

 

Sekundarnim metabolitom je pogosto težko pripisati ekofiziološko vlogo. Pri prodigiozinu 

je predlaganih ekofizioloških vlog veliko (Haddix in sod., 2008; Hood in sod., 1992; 

Seganish in Davis, 2005; Burger in Bennet, 1985; Ryazantseva in sod., 1995; Williamson 

in sod., 2006; Starič in sod., 2010; Borić in sod., 2011). Glede na UV/VIS spekter 

pigmenta, ki kaže na absorpcijo v UV območju med 240 in 400 nm, je možno, da 

posreduje zaščito pred UV sevanjem. Podobno je bilo opisano že za nekatere druge 

pigmente, ki jih proizvajajo bakterije (Scherer in sod., 1988; Ehling-Shultz in sod., 1997; 

Lemee in sod., 1997; Riesman in Nicholson, 2000; Hullo in sod., 2001; Moeller in sod., 

2005; Geng in sod., 2008). V odsotnosti pigmentacije bodisi pred samim začetkom sinteze 

prodigiozina bodisi pri nepigmentirani mutanti bakterije V. ruber so celice bistveno bolj 

občutljive na UV sevanje (Slika 21 in 23, Preglednica 13). Prehod iz občutljivega v manj 
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občutljivo stanje celic V. ruber WT se zgodi ob začetku sinteze prodigiozina (Slika 22). 

Poleg tega lahko fiziološko stanje celic ob prehodu v stacionarno fazo rasti poviša 

odpornost (Morton in Haynes, 1969; Keller in Maxcy, 1984; Berney in sod., 2006), s 

čemer se ujemajo tudi pridobljeni rezultati (Slike 21 do 23). Zaščitna vloga prodigiozina 

postaja bolj izrazita pri višjih dozah UV sevanja. Če dodamo ekstrakt prodigiozina celicam 

nepigmentirane mutante, ga le-te sprejmejo v svoje membrane, kar lahko zviša odpornost 

proti UV sevanju do ravni divjega tipa (Slika 24). Za popolno izenačitev preživetja divjega 

tipa in nepigmentirane mutante je slednji potrebno dodati približno toliko pigmenta kot ga 

sintetizira divji tip. Na podlagi teh rezultatov lahko zaključimo, da pigment prodigiozin 

spada med skupino pigmentov, ki ščitijo celice pred UV, v kateri so melanin, karotenoidi 

in scitonemini (Scherer in sod., 1988; Ehling-Shultz in sod., 1997; Lemee in sod., 1997; 

Riesman in Nicholson, 2000; Hullo in sod., 2001; Moeller in sod., 2005; Geng in sod., 

2008). Čeprav ni možno določiti stopnje pigmentacije bakterije V. ruber v njenem 

naravnem okolju, pa sklepamo, da je sinteze prodigiozina sposobna, saj na morskem agarju 

in umetnem morskem mediju sintetizira rdeči pigment.  

 

Bakterija V. ruber je nesporulirajoča bakterija izolirana iz plitkega estuarijskega okolja, 

podobno kot nekatere druge bakterije iz rodu Vibrio, ki so prav tako sposobne sinteze 

prodigiozina (Farmer in sod., 1998; Shieh in sod., 2003; Kumar in Nair, 2007). 

Pigmentiranost lahko predstavlja dodatno prednost pri preživetju in zavzemanju ekoloških 

niš. Potrebno je omeniti, da imajo celice tudi druge mehanizme, ki omogočajo odpornost 

ali preživetje UV sevanja (Battista in sod., 1999; Nicholson in sod., 2000; Narumi in sod., 

2003; Nair in Finkel, 2004), saj vsaj del nepigmentiranih celic preživi (Slika 21). Kljub 

temu ima pigmentirani sev pri najvišji dozi sevanja približno 1000-krat boljše preživetje, 

kar kaže na pomembno vlogo prodigiozina. Da bi le-to primerjali z odpornostjo drugi 

sevov, smo določili IK vrednost. Inaktivacijska konstanta je pri bakteriji V. ruber približno 

2-krat višja kot pri sporah bakterije Bacillus sp. (Moeller in sod., 2005) in približno 3,5-

krat višja od IK vrednosti celic bakterije Deinococcus radiodurans v stacionarni fazi rasti 

(Bauermeister in sod., 2009). Ker so spore bistveno bolj odporne na UV stres kot 

vegetativne celice (Nicholson in sod., 2000) in ker je bakterija D. radiodurans izredno 

odporna bakterija (Battista, 1997), so rezultati presenetljivi, saj kažejo, da prodigiozin nudi 

celicam bakterije V. ruber izrazit visok nivo zaščite. 

 

Neposredno prednost pigmentiranega seva med UV stresom v primerjavi z nepigmentirano 

mutanto bakterije V. ruber smo določali v kokulturah. V odsotnosti UV sevanja je 

nepigmentirani sev prerasel divji tip, kar je verjetno posledica energetskega vložka v 
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sintezo prodigiozina pri divjem tipu (Haddix in sod., 2008). Ob obsevanju kokultur z UV 

pa se pokaže prednost divjega tipa, katerega delež se zvišuje z večanjem doze UV sevanja 

(Slika 25). Zanimivo je, da prisotnost divjega tipa pomaga pri preživetju nepigmentirane 

mutante, saj se fitnes slednje bistveno izboljša (Preglednica 14). Prodigiozin tako deluje 

kot javna dobrina, ki z absorpcijo UV sevanja zniža stres tudi za sosednje celice. Na ta 

način bi lahko pigment ščitil tudi nekatere patogene seve iz rodu Vibrio. To smo preverili v 

kokulturah bakterij V. ruber in V. harveyi, vendar pa je bila rast slednje inhibirana. 

Pridobljeni rezultati nakazujejo, da ima prodigiozin dvostransko vlogo – po eni strani ščiti 

sorodne celice pred UV sevanjem, po drugi strani pa zaradi svoje protibakterijske 

aktivnosti inhibira rast drugih bakterijskih sevov (Starič in sod., 2010). Omenjena 

ekofiziološka vloga lahko prispeva k razlikam v preživetju UV sevanja v vodnih okoljih 

(Joux in sod., 1999; Arrieta in sod., 2000; Agogue in sod., 2005; Sereda in sod., 2011).  

 

Če povišamo viskoznost okolja ob sočasnem UV stresu, se fitnes obeh sevov, tako divjega 

tipa kot tudi nepigmentirane mutante bakterije V. ruber, izboljša. Pri tem fitnes divjega tipa 

ostane signifikantno višji (Slika 26). Splošno izboljšanje preživetja lahko pripišemo 

absorpciji molekul hidroksietil celuloze v UV območju (Priloga E). Nepigmentirana 

mutanta je pri vseh viskoznostih izkoriščala zaščitni učinek pigmenta, ki ga sintetizira divji 

tip (Preglednica 15). Zdi se, da je med obema sevoma odnos zajedavski, saj mutanta 

profitira na račun divjega tipa. Slednji mora vložiti energijo v sintezo pigmenta, kar pri 

višanju viskoznosti postaja vse težje. To nakazuje, da so kljub povišani viskoznost celice 

še vedno v zadostni bližini, da imajo korist od javne dobrine, oziroma da prisotnost 

pigmenta v splošnem zmanjša efektivno dozo sevanja, ki jo dobijo celice. Pridobljeni 

rezultati se razlikujejo od študij na bakteriji P. aeruginosa, za katero so pokazali, da imajo 

celice divjega tipa, ki sintetizirajo javno dobrino, pri višjih viskoznostih prednost pred 

mutantami, saj lahko same koristijo prednosti sinteze sideroforjev, ker jih mutante manj 

izkoriščajo (Kümmerli in sod., 2009).  

 

 

 

5.3 VPLIV VISKOZNOSTI NA FIZIOLOGIJO IZBRANIH BAKTERIJSKIH SEVOV 

 

Bakterija V. ruber se je odzvala na povišano viskoznost s spremenjenim primarnim in 

sekundarnim metabolizmom, zato nas je zanimalo kako pogost je ta odziv pri drugih 

bakterijskih vrstah. V ta namen smo uporabili tri modelne bakterije, po Gramu negativno 

bakteriji V. harveyi in E. coli ter po Gramu pozitivno bakterijo B. subtilis. Nobena od teh 
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bakterij ni bila sposobna encimsko razgraditi hidroksietil celuloze (Priloga G), prav tako pa 

ni spremenila viskoznosti samih rastnih medijev (Priloga H, Preglednica 16). Tip odziva na 

povišano viskoznost se med vsemi tremi razlikuje, pri čemer je le odziv bakterije V. 

harveyi podoben tistemu pri bakteriji V. ruber. Hitrost rasti bakterije V. harveyi je enaka do 

viskoznosti 16,0 mPas, pri 26,5 mPas pa je 1,6-krat nižja. Za vzdrževanje enake hitrosti 

rasti morajo celice bakterije V. harveyi intenzivneje delati, kar odraža povišana metabolna 

aktivnost na nivoju endogene respiracije. Pri viskoznosti 26,5 mPas pa očitno tudi povišana 

respiracija ni dovolj, da bi omogočila vzdrževanje enake hitrosti rasti. Odsotnost 

zmanjšane hitrosti rasti pri najvišji viskoznosti pri bakteriji V. ruber bi lahko bila posledica 

sprememb v viskoznosti rastnega medija, saj je ta bakterija med rastjo za približno 

polovico znižala začetno viskoznost medija (Slika 8), medtem ko pri bakteriji V. harveyi 

tega nismo opazili (Preglednica 16). V celicah obeh bakterij iz rodu Vibrio, kot tudi pri 

bakteriji E. coli je bila aktivnost encima glukoza-6-fosfat dehidrogenaza najvišja, na 

podlagi česar lahko sklepamo, da je bila pot pentoze fosfata zelo aktiven metabolni proces. 

Glede na to, da je aktivnost encima piruvat kinaza, ki je ključen za vstop v cikel citronske 

kisline, nižja od aktivnosti GPD, lahko sklepamo, da se del ogljika kanalizira v druge 

metabolne poti. Le-te verjetno celicam zagotavljajo potrebne spojine za prilagoditev na 

višjo viskoznost medija, kar so opazili tudi v biofilmih bakterije S. aureus (Resch in sod., 

2006).  

 

Kot kažejo rezultati lahko bakterija E. coli v območju viskoznosti od 0,8 do 16, 0 mPas 

deluje normalno, pri viskoznostih višji od teh pa tako hitrost rasti, kot tudi metabolna 

aktivnost padeta. To bi bila lahko posledica zmanjšane sposobnosti pridobivanja hranil 

zaradi omejene difuzije hranil, zaradi omejenega gibanja ali kombinacije obeh dejavnikov. 

To je v skladu s teorijo o negativni viskotaksi bakterije E. coli, po kateri naj bi se izogibala 

visoko viskoznih okoljih (Sherman in sod., 1982), v katerih je njeno plavanje (Greenberg 

in Canale-Parola, 1977), kot tudi delovanje oteženo. 

 

Edina proučevana bakterija, ki jo povišana viskoznost ni bistveno ovirala pri rasti, je B. 

subtilis. Metabolna aktivnost je bila pri vseh izbranih viskoznostih enaka, medtem ko je se 

hitrost rasti spreminjala (Slika 27). Bakterija B. subtilis najhitreje raste pri viskoznostih 

med 2,4 in 7,5 mPas, zato se zdi, da bakterija B. subtilis pri teh viskoznostih deluje najbolj 

optimalno. To bi lahko bilo povezano z načinom življenja te bakterije, saj pogosto tvori 

biofilme (Lemon in sod., 2008). Ker je viskoznost v biofilmu precej višja kot v naših 

eksperimentih (Hall-Stoodley in sod., 2004; Cheong in sod., 2009), je verjetno prilagojena 

na spremenjene pogoje difuzije in dostopnosti hranil ter omejenega gibanja. Rezultati 
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kažejo, da ekološka niša, v kateri se nahajajo bakterije vpliva na tip odziva na povišano 

viskoznost medija.  

 

 

5.4 VPLIV VISKOZNOSTI NA SOBIVANJE RAZLIČNIH BAKTERIJSKIH SEVOV 

IN MEHANIZEM PROTIBAKTERIJSKEGA DELOVANJA PRODIGIOZINA NA 

BAKTERIJO E. COLI 

 

Protibakterijska aktivnost prodigiozina je bila na čistih kulturah bakterij pokazana že 

večkrat (Gerber, 1975; Boger in Patel, 1987; Williamson in sod., 2006; Starič in sod., 

2010; Lee in sod., 2011; Samrot in sod., 2011), zato smo sklepali, da bo tudi v kokulturah 

različnih bakterij v kombinaciji z bakterijo V. ruber, aktivnost pigmenta ostala pomembna. 

Kot kažejo rezultati je stanje v kokulturah in posledično tip medvrstnega odnosa odvisen 

od občutljivosti na prodigiozin (Slika 29, Preglednica 17). Bakteriji V. ruber najbolj 

soroden sev V. ruber BM je popolnoma odporen proti prodigiozinu, zato enako hitro raste 

v čisti kulturi kot v kokulturi z divjim tipom. Filogenetsko manj soroden sev V. harveyi je 

bolj občutljiv na pigment, a se še vedno lahko vsaj deloma razmnožuje (Slika 31), 

najverjetneje zaradi nižje koncentracije prodigiozina nastalega v kokulturah (Priloga J). 

Le-ta je približno 1,6 do 2,2-krat nižja od MIK vrednosti. Ker pa je to še vedno višje od 

vrednosti MIK50, je možno tudi, da se difuzija pigmenta v gojišču zniža, zaradi oteženega 

premikanja pa je tudi srečanje celic obeh sevov v kokulturi manj pogosto. V prisotnosti 

bakterije V. ruber WT imajo ostali testirani sevi, E. coli, B. subtilis in Bacillus sp., izrazito 

negativen fitnes. Njihov odnos z bakterijo V. ruber je torej antagonističen. Rezultati 

kažejo, da bakterije iz rodu Vibrio pa v medsebojnih kokulturah bolj ali manj uspešno 

sobivajo. 

 

O mehanizmu protibakterijskega delovanja prodigiozina ni veliko znanega, medtem ko so 

mehanizmi delovanja na evkariontske celice dobro poznani (Ohkuma in sod., 1998; 

Seganish in Davis, 2005; Williamson in sod., 2006; Regourd in sod., 2007; Pandey in sod., 

2009). Iz MIK in MBC vrednosti za izbrane bakterijske seve lahko sklepamo, da na 

bakteriji V. harveyi in E. coli prodigiozin v koncentracijah nižjih od 240 mg/L deluje 

bakteriostatično, saj se vrednosti minimalne inhibitorne koncentracije in minimalne 

baktericidne koncentracije bistveno razlikujeta. Z eksperimenti v čistih kulturah bakterije 

E. coli gojene pri optimalnih pogojih smo pokazali, da prodigiozin v koncentracijah nižjih 

od MIK vrednosti rast le zaustavi in upočasni splošno hitrost rasti (Slika 35). Koncentracija 

pigmenta višja od MIK vrednosti (120 µg/mL) pa rast popolnoma ustavi, vendar celice 
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ohranijo živost. Metabolna aktivnost teh celic je signifikantno znižana (Slika 36), kar 

povzroči, da imajo celice na voljo manj molekul ATP za energetsko zahtevne procese, kot 

je sinteza proteinov in celična delitev (Muhkerjee in sod., 1993; Bramhill in Thompson, 

1994; Neissel in sod., 1996; Hu in sod., 2002; Jewett in sod., 2008; Jewett in sod., 2009). 

Dodatno lahko prodigiozin neposredno inhibira aktivnost F-ATP sintaz v membrani 

bakterije E. coli, ki so primarni producenti molekul ATP (Konno in sod., 1998). Omenjena 

procesa sta verjetno omejena, saj celice E. coli, ki so bile tretirane s prodigiozinom, boljše 

preživijo izpostavljenost antibiotikoma, ki zavirata sintezo proteinov (kanamicin in 

eritromicin) ter antibiotiku, ki zavira sintezo celične stene (ampicilin) (Slika 39). V 

nasprotju z znanimi mehanizmi delovanja prodigiozina na evkariontske celice (Ohkuma in 

sod., 1998; Seganish in Davis, 2005; Williamson in sod., 2006; Regourd in sod., 2007; 

Pandey in sod., 2009), pa pri bakteriji E. coli prodigiozin ne poškoduje DNK. Le-ta očitno 

ni tarča pigmenta, saj ni prišlo do poškodb DNK, kot tudi ne do signifikantnih razlik v 

preživetju izpostavljenosti antibiotiku, ki poškoduje DNK (fleomicin) (Slika 39). Opazili 

smo podaljšanje celic tretiranih s prodigiozinom (Slika 37), kar je značilno za SOS odziv 

bakterije E. coli (Radman, 1974; Aertsen in sod., 2004), saj protein SulA inhibira tvorbo 

FtsZ obroča. Ker nismo zaznali fluorescence seva E. coli s fuzijo promotorja gena sulA z 

zelenim fluorescenčnim proteinom, sklepamo, da SOS odziv ni bil aktiviran po tretmaju s 

prodigiozinom.  

 

Celice se ne morejo obraniti protibakterijskega delovanja prodigiozina, saj se ta v vsakem 

primeru vrine v celične membrane (Purkayatsha in Williams, 1960; Vinas in sod., 1983; 

Wei in Chen, 2005; Meschke in sod., 2011; Ryazantseva in sod., 2012), lahko pa prodre 

tudi v notranjost celic (Williamson in sod., 2005; Haddix in sod., 2008; Meschke in sod., 

2011). Tam se lahko veže na proteinski del ribosomov (Gerber, 1975), kjer bodisi zavira 

sintezo proteinov ali otežuje vezavo antibiotikov, ki delujejo na ta proces. Čeprav na 

podlagi pridobljenih rezultatov še ni možno natančno opredeliti mehanizma 

protibakterijskega delovanja prodigiozina na bakterijo E. coli, pa je očitno, da pigment 

ustavi rast in delitev celic ter zniža njihovo celokupno metabolno aktivnost. Najverjetneje 

DNK ni tarča delovanja, medtem ko se predtretiranje s prodigiozinom odraža na 

učinkovitosti delovanja antibiotikov, ki delujejo na sintezo proteinov in sintezo celične 

stene. Zanimivo je, da celice niso bile sposobne razviti odpornosti proti prodigiozinu, saj se 

njihov fitnes med posameznimi tretmaji ne razlikuje (Priloga J). V kolikor celice tretirane s 

pigmentom precepimo v sveže gojišče brez pigmenta, pa lahko bakterije vzpostavijo 

normalno rast in delovanje, kar dodatno potrjuje, da prodigiozin deluje kot bakteriostatik. 
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Ravno obratno kot pri bakteriji E. coli se pri obeh sevih iz rodu Bacillus vrednosti MIK in 

MBK ne razlikujeta (Preglednica 17), kar pomeni, da je koncentracija, ki popolnoma 

inhibira rast obeh bakterij, hkrati te celice tudi inaktivirala do te mere, da na svežem 

gojišču brez pigmenta niso sposobne rasti. Na podlagi tega lahko sklepamo, da je 

mehanizem protibakterijskega delovanja prodigiozina na bakteriji Bacillus sp. in B. subtilis 

drugačen kot pri bakteriji E. coli. Nekateri rezultati kažejo, da celice bakterije Bacillus sp. 

lizirajo, kar je značilno za baktericidne antibiotike (Starič in sod., 2010). 

 

Medvrstni odnosi med različnimi bakterijskimi sevi in bakterijo V. ruber se z višanjem 

viskoznosti ne spreminjajo in ostajajo sobivanje ter amenzalizem. V kokulturah bakteriji V. 

ruber BM ter V. harveyi sobivata z bakterijo V. ruber WT, medtem ko v kokulturah 

bakterije V. ruber WT in bakterij E. coli, B. subtilis in Bacillus sp. prihaja do amenzalizma. 

Rezultati kažejo, da vrsta odnosa med bakterijami (sobivanje, parazitizem, altruizem, 

amenzalizem) ni značilno odvisna od viskoznosti medija, vendar pa se občutljivost na 

prodigiozin nekaterih testiranih sevov zmanjšuje, kar ima za posledico boljši fitnes. To 

velja za seva V. harveyi in B. subtilis, medtem ko višanje fitnesa ni signifikantno pri sevu 

E. coli in sevu Bacillus sp. Na preživetje slednjih bi lahko vplival še dodaten 

protibakterijski mehanizem (MacIntyre in sod., 2010; Starič in sod., 2010).  

 

 

5.5 SKLEPI 

 

- Povišana viskoznost rastnega medija spremeni fiziološko stanje bakterije V. ruber, 

ki je za vzdrževanje nespremenjene hitrosti rasti prisiljena v intenzivnejši 

metabolizem in zmanjšano sintezo prodigiozina, ne pa tudi EPS. 

 

- Viskoznost medija bistveno vpliva na dinamiko sinteze prodigiozina, saj se v bolj 

viskoznih medijih sinteza začne pozneje. Poleg tega se s spremembami viskoznosti 

spreminja tudi trajanje intenzivne sinteze prodigiozina, saj se le-ta podaljšuje z 

višanjem viskoznosti, razen pri najvišji viskoznosti minimalnega rastnega medija. 

 

- V kombinaciji z drugimi dejavniki okolja, kot sta slanost in temperatura, povišana 

viskoznost medija predstavlja večji stres kot povišana viskoznost sama. 
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- Prodigiozin ščiti bakterijo V. ruber in tudi njeno nepigmentirano mutanto pred 

letalnimi učinki UV sevanja, pri čemer se letalnost UV sevanja zmanjšuje z 

višanjem viskoznosti medija. 

 

- Bakterija V. harveyi ima podoben odziv na višanje viskoznosti kot bakterija V. 

ruber, medtem ko bakterija E. coli pri najvišji viskoznosti zniža hitrost rasti in 

metabolizma. Po drugi strani ima bakterija B. subtilis pri najnižji in najvišji 

viskoznosti enako hitrost rasti in metabolno aktivnost. 

 

- Med proučevanimi bakterijami je imela le bakterija V. ruber sposobnost vplivanja 

na viskoznost rastnega medija v odsotnosti encimske razgradnje hidroksietil 

celuloze. 

 

- Tip bakterijskih medvrstnih odnosov (npr. sobivanje, amenzalizem) je odvisen od 

občutljivosti izbranega bakterijskega seva na prodigiozin in se ne spreminja z 

viskoznostjo medija. Kljub temu sta imeli bakteriji V. harveyi in B. subtilis boljši 

fitnes pri višjih viskoznostih. 

 

- Prodigiozin na bakterijo E. coli deluje bakteriostatično, medtem ko rezultati MIK in 

MBK vrednosti kažejo na drugačen način delovanja na bakterije iz rodu Bacillus. V 

koncentraciji 120 µg/mL prodigiozin pri bakteriji E. coli signifikantno ustavi rast in 

razmnoževanje, zniža metabolno aktivnost, ne poškoduje membran in DNK in 

vpliva na preživetje tretmaja z antibiotiki, ki zavirajo sintezo proteinov in celične 

stene. 
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6 POVZETEK (SUMMARY) 

 

6.1 POVZETEK 

 

Tekom evolucije so se bakterije prilagodile na številne stresne situacije v njihovem 

naravnem okolju. Med najbolj preučenimi fizikalno-kemijskimi dejavniki okolja so 

temperatura, slanost, pH ter dostopnost hranil in kisika, medtem ko je viskoznost okolja 

relativno spregledan dejavnik. Razen redkih objav je dobro znan le vpliv viskoznosti na 

gibanje različnih bakterij, poznano pa je tudi, da se fiziološko stanje bakterij v planktonski 

obliki in v biofilmih bistveno razlikuje. Zato smo si v doktorski nalogi zastavili cilj 

opredeliti kako sprememba viskoznosti spremeni metabolno aktivnost bakterij V. ruber, V. 

harveyi, E. coli in B. subtilis. Rezultati kažejo, da je v okoljih s srednjo viskoznostjo 

optimalno delovanje bakterije B. subtilis doseženo pri viskoznostih med 2,4 in 7,5 mPas. 

Tudi bakterija E. coli pri omenjenih viskoznostih deluje optimalno, vendar ji z višanjem 

viskoznosti tako hitrost rasti, kot tudi intenzivnost metabolizma padeta. Obe bakteriji iz 

rodu Vibrio se na povišano viskoznost odzivata podobno, saj je bila njuna metabolna 

aktivnost bistveno intenzivnejša pri višji viskoznosti medija (8,0 mPas ali več), medtem ko 

je hitrost rasti ostala približno enaka ali pa je celo padla. Ob tem se je pri bakteriji V. ruber 

znižal nivo sinteze prodigiozina, sekundarnega metabolita, katerega izražanje je 

kontrolirano z medcelično komunikacijo. Kljub teoretičnim in nekaterim eksperimentalnim 

rezultatom, na podlagi katerih smo pričakovali, da se bo pigmentacija začela prej v medijih 

z višjo viskoznostjo, pa so naši rezultati pokazali ravno obratno. Zato sklepamo, da so 

poleg medcelične komunikacije v regulacijo sinteze prodigiozina udeleženi še drugi 

dejavniki, kot na primer dostopnost metabolnih intermediatov. Pokazali smo, da pigment 

ščiti pred letalnim UV sevanjem divji tip in nepigmentirano mutanto bakterije V. ruber, 

medtem ko ostale, manj sorodne bakterije inhibira. V kokulturah bakterije V. ruber z 

bakterijama V. harveyi in B. subtilis se je njegova protimikrobna učinkovitost zmanjšala z 

višanjem viskoznosti. Kljub temu nismo opazili sprememb v tipu bakterijskih medvrstnih 

odnosov. Na podlagi rezultatov sklepamo, da je način protibakterijskega delovanja 

prodigiozina na bakterijo E. coli bakteriostatičen, medtem ko je lahko za bakteriji iz rodu 

Bacillus drugačen. Pri bakteriji E. coli prodigiozin ustavi rast, omeji metabolno aktivnost 

in celično delitev, vendar ne poškoduje DNK kot je bilo opisano za evkariontske celice. 

Rezultati odpirajo mnogo novih vprašanj, kot so i) kakšna je raznolikost pri odzivu bakterij 

na povišano viskoznost medija, ii) kakšen je način zaznavanja sprememb viskoznosti v 

okolju, iii) kako neencimsko bakterija V. ruber zniža viskoznost medija, iv) kakšna je 

vloga medcelične komunikacije in metabolizma pri regulaciji sinteze prodigiozina ter v) 
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kakšen je podroben mehanizem protibakterijskega delovanja tega pigmenta na različne 

bakterije. Pridobljeni rezultati širijo naše znanje o delovanju bakterij v okoljih s srednjo 

viskoznostjo, ki so pogosti v industriji, biotehnologiji in medicini (na primer človeški 

mukus). Patogeneza bakterij je tesno povezana z njihovo sposobnostjo gibanja v teh 

pogojih kot tudi s fiziološkim stanjem, ki smo ga v nalogi proučevali na več modelnih 

organizmih. Glavni zaključek te disertacije je, da je viskoznost pomemben dejavnik okolja, 

ki lahko bistveno spremeni fiziološko stanje bakterijskih celic. 

 

 

6.2 SUMMARY 

 

During their evolution bacteria have adapted to numerous stress conditions in their natural 

environments. Temperature, pH, salinity as well as nutrient and oxygen availability are 

among the best studied physico-chemical environmental factors, while viscosity remains 

understudied. Therefore the main aim of the doctoral thesis was to determine how 

environmental viscosity affects metabolic activity of V. ruber, V. harveyi, E. coli in B. 

subtilis. Results indicate that B. subtilis grows optimally at viscosities between 2,4 in 7,5 

mPas. Viscosities higher than 16 mPas suppressed growth and metabolic activity of E. coli. 

On the contrary, both Vibrio strains increased their metabolism at viscosities higher than 

8,0 mPas, while growth rates remained approximately the same. At high viscosities the 

production of prodigiosin in V. ruber was decreased. Synthesis of prodigiosin is controlled 

by bacterial communication, a process that has been previously shown to be induced 

sooner when diffusion is limited. The results show that the induction of prodigiosin 

synthesis was delayed at increased viscosity, suggesting that additional regulators (for 

example metabolic intermediates) control pigmentation process in V. ruber. Nevertheless, 

prodigiosin represents a significant ecological advantage for wild type and the non-

pigmented mutant of V. ruber as they were both protected against lethal effects of UV 

radiation. At the same time, less related bacterial strains were inhibited. Only V. harveyi 

and B. subtilis exhibited improved fitness in co-cultures with V. ruber grown at higher 

viscosities. No changes in the type of bacterial interactions were observed during co-

culturing. Our results also imply that prodigiosin acts as a bacteriostatic agent for E. coli, 

while a different mode of action could be assigned for Bacillus spp. Prodigiosin inhibited 

growth and suppressed metabolic activity and cell division in E. coli but did not damage 

DNA. The DNA damages are frequent in eukaryotic cells treated with prodigiosin. These 

results open new questions as i) the diversity in bacterial response to increased viscosity, 

ii) how bacteria sense changes in viscosity of the environment, iii) what is the non-
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enzymatic mechanism by which V. ruber decreases viscosity, iv) the role of bacterial 

communication and metabolism in regulation of prodigiosin synthesis, and v) the precise 

mechanism of prodigiosin antibacterial activity on different bacteria. The obtained results 

expand our knowledge on bacterial physiology in media with intermediate viscosities. 

Such environments are frequently found in industry, biotechnology and medicine. For 

example, bacterial pathogenesis is tightly coupled with their ability to move in viscous 

environments as well as to their physiological status, which was studied in this thesis on 

several model organisms. The main conclusion of this thesis is that viscosity is an 

important environmental factor that can cause significant changes in bacterial physiology. 
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PRILOGE 
 

Priloga A: Rast proučevanih bakterijskih sevov na HEC kot edinem viru ogljika. 

Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

 

Bakterijski sev OD650 

Na začetku inkubacije 

(t = 0 h) 

Na koncu inkubacije 

(t = 24 h) 

V. ruber DSM 14379 0,03 ± 0,01 0,02 ± 0,02 

V. ruber BM 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

V. harveyi ATCC 1116 0,05 ± 0,01 0,04 ± 0,01 

E. coli MG1655 0,04 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

B. subtilis PS-216 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

Bacillus sp. 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 

 

 

 

 

Priloga B: LC-MS/MS (A) in UV-VIS (B) spekter komponente N3. 
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Priloga C: LC-MS/MS spekter komponente N4. 

 

 

  

Priloga D1: Hitrost rasti in hitrost respiracije bakterije V. ruber pri povišani 

temperaturi gojenja v kombinaciji s spremenjeno viskoznostjo. Rezultati so prikazani 

kot povprečja in stadnardni odkloni (n = 3). 

 

Viskoznost 

(mPas) 

Temperatura gojenja 37 °C 

Hitrost rasti (h
-1

) Hitrost respiracije 

(mL CO2 h
-1

 celica
-1

) x 10
-12

 

0,8 1,34 ± 0,03 3,38 ± 0,98 

1,3 1,38 ± 0,10 3,02 ± 0,40 

2,4 1,20 ± 0,12 3,64 ± 1,16 

8,0 1,12 ± 0,07 4,48 ± 0,52 

29,4 1,23 ± 0,10 8,93 ± 3,22 
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Priloga D2: Hitrost rasti in hitrost respiracije bakterije V. ruber pri različnih slanostih 

v kombinaciji s spremenjeno viskoznostjo. Rezultati so prikazani kot povprečja in 

stadnardni odkloni (n = 3). 

 

Viskoznost 

(mPas) 

0,5 % NaCl 10 % NaCl 

Hitrost rasti 

(h
-1

) 

Hitrost resipracije 

(mL CO2 h
-1

 celica
-1

) 

x 10
-12

 

Hitrost rasti 

(h
-1

) 

Hitrost respiracije 

(mL CO2 h
-1

 celica
-1

) 

x 10
-12

 

0,8 0,86 ± 0,19 5,77 ± 0,59 0,43 ± 0,05 0,57 ± 0,10 

1,3 0,81 ± 0,03 5,55 ± 1,42 0,39 ± 0,02 0,71 ± 0,06 

2,4 0,74 ± 0,05 6,72 ± 1,83 0,28 ± 0,04 0,59 ± 0,02 

8,0 0,67 ± 0,05 7,12 ± 1,46 0,29 ± 0,03 0,62 ± 0,07 

29,4 0,79 ± 0,18 10,7 ± 1,64 0,33 ± 0,02 0,91 ± 0,09 

 

 

Priloga E: Absorpcijski spekter hidroksietil celuloze (HEC) v treh koncentracijah v 

vodi; 0 % (črna), 0,5 % (rdeča) in 1 % (modra). Rezultati so prikazani kot povprečja in 

standardni odkloni (n = 5). 
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Priloga F: Fizikalno-kemijski parametri gojišč s HEC za bakterijske seve E. coli, B. 

subtilis, V. harveyi. Viskoznost, strižna napetost, pH in koncentracija raztopljenega kisika 

v minimalnem mediju M9 z različnimi koncentracijami HEC. Rezultati so prikazani kot 

povprečja in standardni odkloni (n ≥ 3). 

 

Koncentracija 

HEC (%) 

Viskoznost 

(mPas) 

Strižna 

napetost (Pa) 

pH Koncentracija 

raztopljenega O2 (mg/L) 

0 0,9 ± 0,1 0,9 ± 0,1 7,3 ± 0,1 5,4 ± 0,1 

0,2 2,4 ± 0,2 2,4 ± 0,2 7,2 ± 0,1 5,3 ± 0,1 

0,4 5,0 ± 0,5 5,0 ± 0,5 7,2 ± 0,1 5,3 ± 0,1 

0,5 7,5 ± 0,6 7,5 ± 0,6 7,2 ± 0,1 5,3 ± 0,1 

0,75 16,0 ± 0,7 16,0 ± 0,7 7,2 ± 0,1 5,3 ± 0,1 

1 26,5 ± 1,1 26,5 ± 1,1 7,2 ± 0,1 5,2 ± 0,1 

 

 

 

Priloga G: Koncentracija redukcijskih koncev na začetku in koncu 24 ur rasti 

bakterijskih sevov E. coli, B. subtilis, V. harveyi v gojišču M9 z 1 % HEC kot edinim 

virom ogljika. Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 4). 

 

Bakterijski sev Koncentracija redukcijskih koncev (mM) 

Sterilno gojišče Na začetku 

inkubacije (t = 0) 

Na koncu 

inkubacije (t = 24) 

E. coli MG1655 1,15 ± 0,39 1,37 ± 0,33 1,22 ± 0,46 

B. subtilis PS-216 0,51 ± 0,19 0,37 ± 0,10 0,44 ± 0,13 

V. harveyi ATCC-1116 0,46 ± 0,17 0,49 ± 0,14 0,44 ± 0,05 
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Priloga H: Reologija gojišč in bakterijskih kultur E. coli, B. subtilis, V. harveyi po 24 

urah rasti. Koncentracija HEC je bila 0 (črna), 0,2 (svetlo modra), 0,4 (zelena), 0,5 

(orange), 0,75 (roza) in 1 % (w/V) HEC (vijolična). Rezultati so prikazani kot povprečja in 

standardni odkloni (n ≥ 3). 
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Priloga H1: Gojišča M9 z različnimi koncentracijami HEC. 
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Priloga H2: Reologija kultur bakterije E. coli 
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Priloga H3: Reologija kultur bakterije B. subtilis  
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Priloga H4: Reologija kultur bakterije V. harveyi 
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Priloga I: Aktivnost encimov glikolize bakterij E. coli, B. subtilis in V. harveyi gojenih 

pri različnih viskoznostih medija. 

 

Priloga I1: Aktivnost encimov glikolize bakterije E. coli 

 

Viskoznost (mPas) Encimska aktivnost (U mg proteina
-1

) 

Glukoza-6-fosfat 

dehidrogenaza 

Fosfofruktokinaza Piruvat kinaza 

0,8 1,06 ± 0,47 0,08 ± 0,02 0,38 ± 0,18 

2,4 2,13 ± 0,51 0,02 ± 0,02 0,14 ± 0,05 

5,0 2,17 ± 0,22 0,01 ± 0,00 0,17 ± 0,05 

7,5 2,13 ± 0,82 0,02 ± 0,01 0,27 ± 0,14 

16,0 4,03 ± 0,77 0,03 ± 0,01 0,15 ± 0,02 

26,5 4,03 ± 1,76 0,03 ± 0,01 0,04 ± 0,04 

 

 

Priloga I2: Aktivnost encimov glikolize bakterije B. subtilis 

 

Viskoznost (mPas) Encimska aktivnost (U mg proteina
-1

) 

Glukoza-6-fosfat 

dehidrogenaza 

Fosfofruktokinaza Piruvat kinaza 

0,8 3,56 ± 0,18 0,03 ± 0,01 0,39 ± 0,19 

2,4 2,90 ± 0,48 0,07 ± 0,04 0,16 ± 0,06 

5,0 2,89 ± 0,37 0,04 ± 0,02 0,14 ± 0,13 

7,5 3,13 ± 0,11 0,03 ± 0,01 0,21 ± 0,09 

16,0 2,67 ± 0,89 0,02 ± 0,01 0,16 ± 0,10 

26,5 3,05 ± 0,35 0,02 ± 0,01 0,34 ± 0,027 
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Priloga I3: Aktivnost encimov glikolize bakterije V. harveyi 

 

Viskoznost (mPas) Encimska aktivnost (U mg proteina
-1

) 

Glukoza-6-fosfat 

dehidrogenaza 

Fosfofruktokinaza Piruvat kinaza 

0,8 1,81 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,15 ± 0,05 

2,4 1,94 ± 0,11 0,03 ± 0,02 0,14 ± 0,09 

5,0 2,01 ± 0,07 0,05 ± 0,02 0,52 ± 0,22 

7,5 2,23 ± 0,15 0,05 ± 0,01 0,43 ± 0,05 

16,0 2,15 ± 0,09 0,06 ± 0,01 0,34 ± 0,07 

26,5 2,09 ± 0,06 0,09 ± 0,01 0,32 ± 0,07 

 

 

 

 

Priloga J: Koncentracija prodigiozina, ki ga je proizvedla bakterija V. ruber WT v 

kokulturah z bakterijami V. ruber BM, V. harveyi, E. coli, B. subtilis in Bacillus sp. 

Rezultati so prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 

 

Viskoznost 

(mPas) 

Koncentracija prodigiozina, ki ga je proizvedla bakterija V. ruber WT 

v kokulturi z bakterijo (mg/L) 

V. ruber BM V. harveyi E. coli B. subtilis Bacillus sp. 

0,8 17,3 ± 0,8 26,3 ± 1,6 58,5 ± 1,5 16,3 ± 0,4 24,3 ± 1,1 

1,3 10,0 ± 3,7 11,8 ± 1,1 27,0 ± 2,8 13,9 ± 1,2 13,6 ± 2,2 

2,4 10,7 ± 0,5 14,5 ± 1,6 22,5 ± 0,4 15,4 ± 1,9 17,1 ± 1,2 

8,1 11,7 ± 1,0 16,6 ± 2,0 15,3 ± 2,0 16,7 ± 3,5 19,4 ± 1,5 

29,4 7,8 ± 1,8 14,7 ± 1,5 16,8 ± 3,2 10,6 ± 0,9 15,0 ± 2,6 
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Priloga K: Tretiranje bakterije E. coli s prodigiozinom v treh zaporednih ciklih. 

 

0 5 10 15 20 25 30

0,0

0,4

0,8

1,2

0 5 10 15 20 25 30

0,0

0,4

0,8

1,2

0 5 10 15 20 25 30

0,0

0,4

0,8

1,2

O
D

 6
5

0

1

O
D

 6
5

0

2

O
D

 6
5

0

cas (h)

3

Priloga K1: Kontinuirano tretiranje (številke 1, 2, 3 predstavljajo posamezen cikel) 

bakterije E. coli z 120 μg/mL prodigiozina. Puščica kaže točko tretmaja. Rezultati so 

prikazani kot povprečja in standardni odkloni (n = 3). 
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Priloga K2: Fitnes bakterije E. coli 5 h (beli stolpci) in 21,5 h (sivi stolpci) po tretmaju s 

120 µg/mL prodigiozina v treh zaporednih ciklih. 
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